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OTTO MANGOLD 


Am 6. November 1961 begeht Orro MANGoLD seinen 70. Geburts- 
tag in Heiligenberg beim Bodensee, wo er bald nach dem Kriege die 
der entwicklungsphysiologischen Forschung gewidmete Abteilung des 
Heiligenberg-Instituts gegriindet hatte. Mit dem Altmeister der Ent- 
wicklungsphysiologie, Hans SPEMANN, wissenschaftlich und persénlich 
eng verbunden, war er an der Grundlegung der modernen Entwick 
lungsphysiologie der Wirbeltiere beteiligt und hat sowohl durch seine 
eigene Arbeit, als auch durch die Anregungen, die seine heute iiber 
die ganze Welt verstreuten Schiiler und Mitarbeiter von ihm emp- 
fangen haben, einen wesentlichen Beitrag zum Aufbliihen dieses 
Wissenschaftszweiges geleistet. 

Er promovierte 1919 in Freiburg bei Prof. H. Spemann und ar- 
beitete einige Jahre bei ihm als Assistent. Kurz nach seiner Habili- 
tation an der Freiburger Universitdt iibernahm er 1923 die Leitung 
einer Abteilung des Kaiser WiLHeELm-Instituts fiir Biologie in Berlin 
Dahlem. 1933 ging er als ordentlicher Professor fiir Zoologie nach 
Erlangen und kam 1937 als Nachfolger SpemManns nach Freiburg 
zuriick. Seit 1946 leitet er die entwicklungsphysiologische Abteilung 
des Heiligenberg-Institutes. 

Seine ersten Untersuchungen begannen zu der Zeit, da die ,,obere 
Urmundlippe“ des Amphibienkeimes von SpEMANN als Differenzierungs- 
zentrum erkannt, ihre ,,Organisatorwirkung“ auf andere Keimteile 
aber noch nicht entdeckt war. Sie befassen sich mit dem Determi- 
nationszustand und der Regulationsfahigkeit der ersten Blastomeren 
(z. T. gemeinsam mit Serme.). Es gelang, die beiden ersten Blasto- 
meren von einander zu trennen und wdhrend der folgenden Teilung 
ihre beiden Tochterzellen wieder kreuzweise mit einander zu ver- 
schmelzen. Ebenso gelang die kreuzweise Verschmelzung zweier ganzer 
Keime. Die Ergebnisse dieser Umordnungen und Verschmelzungen 
zeigten, daB schon in diesen friihen Stadien die Anlage der oberen 
Urmundlippe mit ihrem Differenzierungszentrum als solche endgiiltig 
determiniert ist. Sie stellt aber in ihren Teilen kein festes Mosaik 
dar, denn es konnten aus der Verschmelzung zweier ganzer Keime 
normale Embryonen doppelter GréBe hervorgehen. Wenn also zwei 
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ganze Differenzierungszentren zu einem einzigen verschmelzen k6n- 
nen, so miissen ihre einzelnen Teile anders verwendet worden sein, 
als das im normalen Keim der Fall gewesen wdre. Erst wdhrend 
der Gastrulation erfolgt die Festlegung in Chorda-, Somiten-, Nieren- 
und Seitenplattenmaterial. Das Experiment wurde auch heteroplas- 
tisch zwischen Triton taentatus und alpestris ausgefiihrt und zeigte 
die ausgezeichnete Vertriglichkeit der Gewebe beider Arten. 

Die Ausarbeitung der Transplantationsmethode durch SpEMANN 
ermdglichte die Priifung der prospektiven Potenzen der verschiedenen 
Keimteile. MANGoLp suchte in diesem Zusammenhang die Frage nach 
der entwicklungsphysiologischen Spezifitat der Keimbldtter zu lésen. 
Durch die morphologischen Untersuchungen der beschreibenden Ent- 
wicklungsgeschichte hatte die Lehre vom Aufbau der meisten Tiere 
aus 3 Keimblattern, welche jeweils bestimmte Organsysteme aus sich 
hervorgehen lassen, eine so fundamentale Bedeutung erlangt, daB es 
zundchst geradezu befremdlich erschien, als MANGoLDs Transplanta- 
tionen von Ektoderm in den Bereich der anderen Keimblatter ergab, 
daB das Ektoderm auch mindestens alle Potenzen des mesodermalen 
Keimblattes besitzt, denn es ist in der Lage, Chorda, Wirbel, Musku- 
latur und Nierenkandlchen zu bilden. Die Bildung entodermaler 
Organe konnte in diesen Versuchen nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
werden. ,,Die Keimbldatter .... reprdsentieren nur morphologische, 
keine potentiell voneinander geschiedene Keimbezirke“’ (Arch. mikr. 
Anat. u. Entw. Mech. 100, S. 276). Die Versuche sprechen auch fiir 
eine Entstehung der Chorda aus der Einstiilpung des Randzonen- 
materials und gegen die Bildung des Mesoderms aus Darmdiverti- 
keln oder durch Delamination vom Entoderm. } 

Im weiteren Verlauf dieser Untersuchungen wurde von Manco.Lp 
als Vereinfachung der Transplantationsmethode die ,,Einsteckmethode“ 
eingefiihrt, die sich als eine héchst fruchtbare Methode zur Lésung 
der verschiedensten Fragen, insbesondere bei Induktionsproblemen 
erwiesen hat. Das Implantat wird dabei einfach durch einen Schlitz 
im Dach der Blastula in die ventrale Halfte des Blastocoels gesteckt, 
sodaB es im Lauf der Gastrulation unter die ventrale praesumptive 
Epidermis zu liegen kommt. | | 

Besonders zahlreiche und wichtige Arbeiten beschdftigen sich mit 
der Analyse der Organisatorwirkung. Schon SpEMANN hatte gefunden, 
daB sie differenziert war (,,Kopf‘- und ,,Rumpforganisator‘“). Noch 
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genauer demonstrieren dies MANGoLDs Versuche iiber die spezifische 
Induktionswirkung der vier hintereinander liegenden Viertel des Ur- 
darmdaches der Neurula: Die beiden ersten Viertel des Urdarmdaches 
induzieren Organe des vorderen Kopfes, das 3. Viertel Organe des 
hinteren Kopfes und das vierte Viertel Organe des Rumpfes und den 
Schwanz. Diese Versuche (1933) erwiesen klar die regionsspezifische 
Verschiedenheit der Induktionswirkung des Organisatorbezirkes, wenn 
sie auch noch nichts iiber die Anzahl der dabei vermutlich beteiligten 
Induktionsstoffe aussagen konnten. 

Das war erst in neuerer Zeit méglich, auf Grund der Experimente 
mit den heterogenen Induktoren, die rasch zu einem Mittelpunkt des 
Interesses der entwicklungsphysiologischen Forschung geworden sind. 
Es kann hier nicht die ganze Entwicklung dieser Forschungsrichtung, 
an der sehr viele Forscher beteiligt sind, dargestellt werden. Doch 
hat zu ihrem ersten Anfang MANGoLp mit wesentlichen Arbeiten bei- 
getragen und sie bis in die letzte Zeit durch die seinen Schiilern ge- 
gebenen Anregungen aufs entscheidendste geférdert. 

Zu den friihesten Beitrdgen gehért seine Entdeckung (O. Man- 
GOLD und H. SpEMANN 1927), daB nicht nur das Urdarmdach des 
Keimes, sondern auch die Medullarplatte selbst, unter die praesump- 
tive Epidermis junger Keime implantiert, Medullarplatte induzieren 
kann. Dann erwies sich auch das Gehirn einer frei schwimmenden 
Larve als dazu fahig. Dies liess ,,daran denken, daB der Induktions- 
faktor ganz allgemeiner Natur sei und die Medullarplattenbildung nur 
auslése“ (1928). Die Priifung einiger anderer Organe der Triton- 
Larven erbrachte ein positives Ergebnis mit der Extremitétenknospe 
und bestatigte die Vermutung. Dieses Ergebnis gab den AnlaB zu 
den bekannten und auBerordentlich wichtigen Untersuchungen seiner 
Schiiler HoLtrrRETerR und Cauanc, welche ihrerseits zahlreiche wei- 
tere Forscher zur Verfolgung dieser Spur angeregt haben. Als sich 
bald herausstellte, daB diese heterogenen Induktoren auch, ja besonders 
stark, nach ihrer Abtétung wirksam waren, konnten an der chemischen 
Natur der Induktionsfaktoren kaum mehr Zweifel herrschen. 

Schon Anfang der dreiBiger Jahre wurden Versuche zur Bestim- 
mung der chemischen Natur dieser Substanzen begonnen. Nur ganz 
am Anfang hat sich MANGoLp hieran mit persénlicher Arbeit betei- 
ligt, indem er in einer kurzen Mitteilung (1932) die Diffusionsfahig- 
keit des Induktionsmittels in Agar wahrscheinlich machte. In den 


| 

| 
| 


iv 


letzten Jahren wurde aber dieses Problem in seinem Institut von seinen 
Mitarbeitern Heinz und HitpEGARD TIEDEMANN und U. BECKER be- 
sonders eingehend bearbeitet und hat mit der Isolierung hochwirk- 
samer Proteinstoffe zu auBerordentlich wichtigen Ergebnissen gefiihrt. 

Mit der anderen Seite des Induktionsgeschehens, den Vorgigen 
im Reaktionssystem, ebenfalls Probleme erster Ordnung, befassen sich 
mehrere Untersuchungen aus den spidteren zwanziger Jahren, die vor 
allem den allmd&hlichen, progressiven Verlauf der Determination der 
Medullarplatte iiber ein Jingeres Stadium einer ,,labilen Determt- 
nation‘ aufzeigten (Roux’ Arch. 117, S. 668: ,, .... ergibt sich, daB der 
Determinationsgrad abhadngig ist von der Dauer der Einwirkung des 
Urdarmdaches“). Die Qualitat der induzierten Gebilde ist jedoch 
schon von Beginn des allma&hlichen Determinationsprozesses an be- 
stimmt; so konnte sogar schon eine noch im spadteren Gastrulastadium 
isolierte praesumptive Medullarplatte ein zwar kleines aber wohlge- 
formtes Auge entwickeln. ,,Der Determinationsauftrag lautet gleich 
auf ,Auge‘ und nicht nur auf , Medullarplatte‘“ (Roux’ Arch. 117, S. 
670 f). Nachdem die von SPEMANN und MANGoLp angeregte Ziichtung 


Explantaten von methodisch ausgearbeitet worden 


war, konnten diese ersten, an ganzen Keimen gewonnenen Ergebnisse 
spdter teils in eigenen, teils in von seinem Mitarbeiter v. WoELL- 
WARTH in seinem Institut ausgefiihrten Untersuchungen an Explan- 
taten der Gehirnanlage bestadtigt prdzisiert und erweitert werden 
(MANGOLD u. v. WOELLWARTH 1950; v. WoELLWARTH 1952). 

Auf die grundlegenden Untersuchungen iiber die vom Organisator 
ausgehende primdre Induktion des Nervensystems folgen 1931 und 
1932 Versuche iiber die Entstehung sekunddr induzierter Organe und 
zwar der Haftfdden der Urodelen. Fast miihelos zeigte sich hier eine 
Erscheinung, die bei der Untersuchung der Entstehung der Augen- 
linse zu groben Schwierigkeiten und Verwirrungen fiihrte, die sich 
aber nach neuéren Untersuchungen zahlreicher Forscher fiir die 
Bildung der Kopforgane als allgemein charakteristisch erwiesen hat, 
nimlich, daB nicht ein einzelner Induktor ihre Bildung hervorrutt 
oder hervorrufen kann, sondern deren mehrere. In Transplantations- 
versuchen wurde nachgewiesen, daB die Haftfadenbildung einerseits 
durch den vorderen Teil der Gehirnanlage und das vordere Neural- 
leistenmaterial, andererseits durch die vorderen Teile des Urdarm- 
daches und die seitlich von der Medullarplatte gelegenen vorderen 
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Teile des Mesoderms (Entomesoderm) hervorgerufen werden kann. 
Die heteroplastische Ausfiihrung des Versuchs zwischen Triton taenia- 
tus und dem haftfadenlosen Axolotl ergab, daB auch der letztere 
dasselbe funktionstiichtige Induktionssystem besitzt, wie die iibrigen 
Urodelen, denn er kann Haftfaden induzieren, wenn an die ent- 
sprechende Stelle reaktionsfahige Epidermis von Triton taeniatus 
transplantiert wird. Der Haftfaden fehlt dem Axolotl, weil seine 
Epidermis die Reaktionsfihigkeit verloren hat. 

Die Induktion der Augenlinse gehért seit SPEMANNs Versuchen zu 
Beginn des Jahrhunderts zu den klassischen Problemen der Entwick- 
lungsphysiologie, zugleich aber auch zu ihren schwierigsten, da sie 
sich lange Zeit einer einheitlichen Betrachtungsweise zu entziehen 
schien. Bei manchen Tierarten ( Triturus-Arten) schien ihre Bildung 
ganz von der induzierenden Wirkung des neuralen Augenbechers ab- 
hangig zu sein (keine Linsenbildung nach Entfernung der neuralen 
Augenanlage), in anderen Fallen (Rana esculenta) entstand sie auch 
unabhingig vom Augenbecher unter der induzierenden Wirkung des 
vorderen Urdarmdaches. Die Entdeckung, daB auch bei Rana esculenta 
der Augenbecher Linsen induzieren kann und auch bei dieser Art 
bei héherer Temperatur die Linsenbildung vom Vorhandensein eines 
Augenbechers abhdngig wird (TEN CaTE), konnte noch kein einheit- 
liches Bild herbeifiihren. Einen wesentlichen Schritt weiter in dieser 
Richtung brachte die Beobachtung MANGoLDs aus neuester Zeit, daB 
auch bei Tviturus und vermutlich wohl bei allen Amphibien die Linse 
unter bestimmten Umstdnden unabhadngig vom Augenbecher entstehen 
kann, wobei als Induktoren das vordere Urdarmdach, sowie das vor- 
derste Entoderm (A.G. Jacosson und R. W. Reyer) anzusehen sind. 
Seine Versuche fiihrten ihn zu der Vermutung, daB bei den Fallen 
der bisher beobachteten augenbecherabhingigen Linsenbildung die 
induzierende Wirkung des Urdarmdaches durch einen dritten Faktor, 
nimlich das nach Beendigung der Neurulation sich unter der Epider- 


mis ausbreitende Neuralleistenmaterial verhindert wird. Diese Ver- 
mutung konnte v. WoELLWARTH in vollem Umfang bestadtigen. Damit 


scheinen nunmehr die Voraussetzungen fiir eine einheitliche Auffas- 
sung der Linseninduktion gegeben zu sein. 

Die Entwicklung der genetisch festgelegten Asymmetrie der in- 
neren Organe war von SPEMANN und seiner Schule in mehreren 
Arbeiten untersucht worden. Fiir die Erkldrung der Tatsache, daB 
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bei eineiigen Zwillingen, auch den durch Schniirung kiinstlich erzeug- 
ten, nicht selten der rechte Zwilling einen inversen Organsitus besitzt, 
hatte SPEMANN zwei Hypothesen zur Diskussion gestellt: Durch die 
Teilung kénnte die im Keim notwendig vorhandene asymmetrische 
Grundstruktur (,,Intimstruktur“) im rechten Zwilling umgekehrt wor- 
den sein, oder es kénnte die durch die Zerteilung hervorgerufene 
Schwichung oder leichte Stérung der linken Seite die Inversion ver- 
ursacht haben (etwa durch Beeinflussung der ersten Kriimmungsten- 
denz). Nach einem anderen Versuch SpEMANNs schien dem Urdarm- 
dach oder der dariiberliegenden Medullarplatte eine fiihrende Rolle 
bei der Ausbildung der Asymmetrie zuzukommen, da die Umdrehung 
eines mittleren Stiickes von Medullarplatte samt Unterlagerung um 
180° ebenfalls oft einen inversen Situs zur Folge hatte. MaNcGoLp 
beobachtete im AnschluB an diese Versuche (1921) das verhialtnis- 
madBig haufige Vorkommen des Situs inversus bei Trisurus-Arten und 
das Auftreten partieller Inversionen. Nachdem der Versuch, die 
hypothetische Intimstruktur durch unvollkommene, voriibergehende 
Einschniirungen zu invertieren, negativ ausgefallen war, gewann die 
,,.Defekthypothese“ an Gewicht. Die spdter von ihm angeregten Ver- 
suche von WoELLWARTH’s (1950) ergaben, daB tatsdchlich ,, Defekte‘ 
und Stérungen der verschiedensten Art, sei es durch direkte Material- 
entnahmen, sei es durch Verletzungen ohne nennenswerten Material- 
verlust, bei Trviturus Inversionen des Situs hervorrufen. Ihre Lokali- 
sierung war dabei von erheblicher Bedeutung. Am wirksamsten er- 
wiesen sich Defekte im linken Organisatorbereich der Gastrula oder 
im linken Urdarmdach der Neurula. Dagegen erwies sich die Drehung 
in SPEMANNs Experiment als belanglos. Der wirksame Faktor liegt 
auch bei diesem Experiment in den bei der Operation oft unvermeid- 
lichen leichten, oft nur voriibergehenden St6rungen, die aber offenbar 
nicht nur rein lokaler Natur sind, sondern wahrscheinlich die die 
Asymmetrie des ganzen Keimes bestimmenden Faktoren beeinflussen. 

Ein induzierender EinfluB des Entoderms, und zwar nur seiner 
vorderen Abschnitte konnte bei der Entwicklung des Herzens nach- 
gewiesen werden: Nur bei Anwesenheit dieser Bezirke des Entoderms 
ist die mesodermale Herzanlage imstande, ein normales Herz zu bilden 
(1956, 1957). 

Einige Arbeiten beschdftigen sich ausfiihrlich mit dem Einflug 
des Nervensytems auf die Entwicklung durch die Herstellung teilweise 
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oder sogar ganz nervenfreier Larven durch die teilweise oder voll- 
stindige Entfernung der Medullarplatte (1958, 1961), sowie mit den 
fiir die Ausbildung normaler Kopfformen maBgeblichen Faktoren und 
ihrem wechselseitigen Zusammenwirken (z. B. ,,.Experimente zur Ent- 
wicklungsphysiologie des Urodelenkopfes“ 1957). Sie stellen eine 
wahre Fundgrube dAlteren und neueren Tatsachenmaterials besonders 
zur Entwicklungsphysiologie des Wirbeltierkopfes dar. Hier kann 
nur auf zwei Punkte hingewiesen werden: Die Untersuchungen 
iiber die Bedeutung des praechordalen ,,Medianstreifens“ im Urdarm- 
dach fiir die Paarigkeit der Kopforgane und die Rolle der Entwick- 
lung des Gehirns einerseits, der verschiedenen Teile des Kopfskelettes 
andererseits fiir die Ausbildung der normalen Kopfformen. 

Auch iiber die Gestaltungsbewegungen im Gastrula- und Neurula- 
stadium verdanken wir manche Aufkléirung den Arbeiten MANGOoLDs, 
insbesondere iiber die Streckungsvorginge in Ektoderm und Ento- 
derm in diesem Stadium. Die Regulationsvorgainge bei der Entste- 
hung einetiger Zwillinge behandeln mit I. Testa ausgefiihrte Studien. 

Die Zusammenarbeit mit den Kollegen der radiologischen Abtei- 
lung des Heiligenberg-Instituts ( Dir. Prof. Dr. H. LANGENDorFr) fiihrte 


zu Untersuchungen durch MANGOLDs Mitarbeiter F. Sanipes, TH: 


Peters und A. WEHRMAKER iiber den EinfluB von Réntgenstrahlen auf 
die Entwicklung, insbesondere iiber die verschiedene Empfindlichkeit 
der einzelnen Entwicklungsstadien, die Wirkung der Strahlung auf 
das Cytoplasma und iiber die BeeinfluBung der Empfindlichkeit durch 
a4uBere Faktoren, wie z. B. Sauerstoffmangel und Cyanide. Im Zu- 
sammenhang damit wurden Untersuchungen iiber den EinfluB ungiin- 
stiger allgemeiner Faktoren auf die Entwicklung angestellt (gemein- 
sam mit H. WAECHTER). 

Neben diesen und noch einigen anderen rein experimentellen Ar- 
beiten stehen eine Reihe gréBerer zusammenfassender Arbeiten: Aus 
alterer Zeit ,,Das Determinationsproblem*“ (1928-1931; I. Nervensystem 
und Sinnesorgane der Seitenlinie; II. Die paarigen Extremitaten; III. Das 
Wirbeltierauge), ,,.Entwicklungsmechanik der Tiere“ (1928) in ,,Metho- 
dik der wissenschaftlichen Biologie“ und Vortrige vor der Deutschen 
Zoologischen Gesellschaft 1925 und 1929 und auf dem Internationalen 
ZoologenkongreB in Lissabon 1936; aus neuerer Zeit: ,,Der Wirbeltier- 
kopf‘ (1950), die schon erwdhnten ,,Experimente zur Entwicklungs- 
physiologie des Urodelenkopfes“ (1957) und die ,,Grundziige der Ent- 
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wicklungsphysiologie der Wirbeltiere mit besonderer Beriicksichtigung 
der MiBbildungen auf Grund experimenteller Arbeiten an Urodelen“ 
in L. Geppa: De Genetica Medica (Roma) 1961,—Arbeiten, die von 
kaum minderer Bedeutung als die Spezialarbeiten sind und dem auf 
diesen Gebieten taétigen Forscher und dem, der sich darin einarbeiten 
will, unschadtzbare Dienste leisten. Hier ware ferner ein Buch iiber 
SPEMANN (Stuttgart, 1953) zu erwdhnen, das neben einem hauptsidch- 
lich biographischen Teil so viel iiber die Arbeiten SPEMANNs und 
seiner wichtigsten Mitarbeiter enthdlt, illustriert mit sehr klaren 
Bildern, daB es geradezu ein kleines Lehrbuch der Entwicklungsphy- 
siologie darstellt. 

Zu den entwicklungsphysiologischen Arbeiten gesellen sich schlieB- 
lich einige, z. T. umfangeriche Arbeiten iiber den Geschmacksinn des 
Regenwurms, die durch die Exaktheit der angewandten originellen 
Versuchsmethode eine statistische Behandlung der Probleme ermég- 
lichen. Sie zeigten, daB die Regenwiirmer bei natiirlichem Futter 
Blatter zahlreicher verschiedener Biume an ihrem Geschmack unter- 
scheiden k6nnen. Bittere Stoffe (Chinin) werden abgelehnt, ebenso 
Salzsdure; Oxalsdure wird bei nicht allzuhoher Konzentration ange- 
nommen. Glukose und Saccharose werden angenommen, ebenso 
Saccharin in schwacher Konzentration. Die Starke der Geschmacks- 
empfindung steht bei den 3 letzten SiiBstoffen in einem dhnlichen 
Verhdltnis wie beim Menschen. 

Das von MANGOLDs wissenschaftlicher Arbeit gegebene Bild kann 
bei der Fiille der Probleme nur ihre wichtigsten Punkte in groBen 
Ziigen andeuten. Doch auch bei weit gréBerer Ausfiihrlichkeit ware 
es unvollkommen, wollte man es nicht im Kreis der Arbeiten seiner 
Schiiler, Assistenten; Mitarbeiter und Freunde sehen, die oft die 
Themen ihrer Arbeit, immer aber unendlich viel Anregung, Rat, 
Unterstiitzung und Hilfe von ihm empfangen haben. Einige von 
ihnen wurden schon erwdhnt, manche haben in Manco ps Institut 
empfangene Anregungen in oft jahrelangen Arbeiten spdter selb- | 
stindig weitergefiihrt, so z.B. F. Seipet und J. HoLttrreter ihre wohl- 
bekannten Arbeiten an Insekten- und Amphibienkeimen, W. LuTHER 
Arbeiten iiber die Entwicklung der Forelle, H. Oxa iiber die Entwick- 
lung der Extremitaét, Y. Ikepa und T. SarTo iiber die Regeneration 
der Augenlinse. Als Assistenten oder Gaste arbeiteten ferner langere 
Zeit an Institut H. BytTinsx1-Sauz iiber heteroplastische 
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Chimiren und Probleme der I[nduktion und Determination, 
D. BopensTEIN iiber die Beinentwicklung der Schmetterlingsraupen, 
V. HampBurceErR iiber die entwicklungsphysiologischen Beziehungen 
zwischen den Extremititen der Amphibien und ihrer Innervation, 
M. ScunetTrTer iiber die Embryonalentwicklung der Bienen, B. MAYER 
iiber Induktionsfahigkeit in jiingsten Entwicklungsstadien beim Molch, 
H. WarEcuTerR iiber Regeneration bei erwachsenen Molchen, die Ent- 
wicklung embryonalen Materials in erwachsenen Tieren und die 
Induktionsfahigkeit der Medullarplatte, U. Becker iiber die Gewebe- 
ziichtung mit embryonalen Amphibienzellen, J. SrArxk iiber die Bildung 
der Geschlechtszellen und -organe. 

Zahlreiche Forscher aus vielen Landern arbeiteten iiberdies als 
Gaste an seinem Institut, um ein bestimmtes Problem zu bearbeiten 
oder entwicklungsphysiologische Arbeitsmethoden zu erlernen. 

Viele Studenten, die an den Universitaten in Berlin, Erlangen und 
Freiburg seine Vorlesungen und Ubungen besuchten, verdanken ihm 
die Grundlage ihrer zoologischen Bildung oder lernten als Doktoranden 
ihre ersten selbstandigen Schritte auf wissenschaftlichem Boden unter 
seiner Leitung. 

Seinen Schiilern stellte er den reichen Schatz seines umfangreichen 
Wissens riickhaltslos zur Verfiigung, aber er versuchte, ihnen noch 
weit mehr zu geben, als die rein wissenschaftliche Hilfe und Anregung. 
Stets war er bemiiht, in seinem Institut eine Atmosphdre pers6énlichen 
Wohlbefindens und menschlicher Sympathie zu schaffen. Deshalb 
verbindet ihn mit vielen seiner friitheren Schiiler und Gaste noch heute 
eine herzliche Freundschaft. Von der Gegenwart aus riickblickend 
erscheint heute sein Werk wie ein weitverzweigter, mit Friichten 
reich behangener Baum und noch immer ist er mit gleicher Hingabe 
wie je zuvor an der Spitze seines Instituts an der Fortfiihrung der 
Forschungen tatig. 

Zur Vollendung seines siebenten Lebensjahrzehnts wiinschen ihm 
die alten Schiiler, Mitarbeiter und Freunde, daB ihm noch lange ein 
erfolgreiches Wirken fiir den Fortschritt der biologischen Erkenntnis 
beschieden sei ! (CARL VON WOELLWARTH) 
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IZUMI KAWAKAMI, SUMIKO IYEIRI 
AND AKIRA MATSUMOTO 


Department of Biology, Faculty of Science, Kyushu University, Fukuoka 


The voluminous literature reporting the effects of heterologous 
inductors such as adult mammalian tissues on amphibian competent 
ectoderm contains interesting suggestions concerning the mechanism 
of induction in embryonic development. {Isolation of the inductive 
agents from these tissues has been attempted and the agents have 
been almost confirmed to be protein (Bartu and Grarr, 45; LEHMANN, 
Torvonen and Kuusi, Yamapa and TakaTA, 55). Generally 
speaking, the inductive proteins seem to fall into two groups, ac- 
cording to their chemical natures. 

One group consists of ribonucleoproteins, which are separated 
from liver, kidney and chick embryo extract (HayAsuI, 56; YAMADA 
and TakaTA, KAwAKAMI, Iverr1I and Sasaki, ’60); an inductive 
agent of the amphibian organizer (Niu, ’56) was also shown to be 
of this nature. 

The other consists of nucleic acid free proteins isolated from 
guinea pig bone marrow (YAmapDA, 758) and chick embryo extract 
(TIEDEMANN and TIEDEMANN, '56; KAwAKAmI, and SASAKI, ’61; 
KAWAKAMI and Iyerri, in press). The former agent induces neural 
or archencephalic structures, and the inductive capacity of the latter 
is mesodermal and spinocaudal. 

On the other hand, investigations into the localization of these 
agents among cell components indicate that the smaller particular 
component separated by high speed centrifugation is the site of the 
inductive agent in guinea pig material (YamapA, ’58). In the authors’ 
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recent (’60) test of the inductive capacities of chick embryo cell 
components, it was expected that the soluble fraction, which is poor 
in ribonucleoprotein would show a spinocaudal inductive capacity, 
since the non-ribonucleoprotein of the chick embryo extract separated 
chemically reveals such a capacity (KAWAKAMI, IyerrR1 and SASAKI, 


60). 

Contrary to this expectation the soluble fraction was almost 
non-effective, and the nucleoprotein-rich smaller microsomal fraction 
was proved to be spinocaudal in effect, although the ribonucleoprotein 
obtained by chemical procedures indicated the neural or archen- 


cephalic effect. 
The authors (60), therefore, suggested that the nucleoprotein 


particles (Palade granules), which may be archencephalic inductor 
material, are covered by the non-ribonucleoprotein, which shows 
spinocaudal effect. In other words, the inductive effect of the parti- 
cles is therefore masked by the latter protein. To test this pos- 
sibility, the microsomal fraction was subdivided into two components, 
and the inductive capacities of the covering protein and the particles 
were tested. | | 


EXPERIMENTALS 


Embryological test: The inductor materials were tested for their inductive 
effects on the isolated ectoderm of young gastrulae of Triturus pyrrhogaster 
by the usual explantation method. No bacteriocidal agent was used in this 
cultivation. 

Separation of microsomal fractions: The source of the microsomal material 
was White Leghorn embryos incubated for 9 days. Homogenization of the 
chick embryos was performed at 1° to 4°C. with 3 volumes of 0.25 M sucrose; 
the homogenate thus obtained was centrifuged for 30 minutes at 24,000xg. to 
separate floating pellicles and tissue debris, nuclei and mitochondria in a 
common sediment. After discarding the pellicles and sediment, the super- 
natant was further centrifuged for 90 minutes at 105,000xg., as shown in the 
scheme in Fig. 1, thereby yielding a microsomal pellet. The microsomal 
material, which was termed “Microsome II” in the previous paper, has been 
proved to be spinocaudal in effect (KAWAKAMI, IYEIRI and SASAKI, ‘'60). 
Under this condition a microsomal pellet of about 1.3 g. (wet weight) was 
obtained from 80 embryos. The microsomal material was resuspended by 
homogenizing the pellet in 20 ml. 0.2 M glycine buffer (pH 8) which contained 1 g. 
sodium deoxycholate (DOC), and the suspension was allowed to stand on ice 
for 10 to 15 minutes. After adding ice-cold distilled water the suspension 
was centrifuged for 2 hours at 105,000xg. The material was suspended again 
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Homogenate 
(80 embryos, with 240 ml. 0.25 M sucrose) 


Centrifuge, 30 min., 24,000 x g. 


Supernatant 

Centrifuge, 90 min., 105,000 x g. 
Residue 

(Microsome II, 1.3 g. wet weight) 


Add 1 g. Na deoxycholate/20 ml. Glycine buf. 
(pH 8.0) and keep for 10-15 min. at 0°C. 


‘Add distilled water 


Centrifuge, 120 min., 105,000 x g. 


| 
Residue Supernatant 
(Resuspend in 0.14 M NaCl) 


Dialyze against 0.14 M NaCl, pH 8.0 


Add ethanol 


Centrifuge 10 min. 3,000~xg. 


Insoluble Soluble 
Fraction Fraction 


Fig. 1. Scheme showing procedure for separating DOC-insoluble and 
soluble fractions from the chick embryo microsomal material. 


in a large volume of 0.14 M NaCl (pH 8), and the supernatant dialyzed against 
the same medium for about 30 hours by changing the medium 3 times. These 
fractions were termed the “DOC-insoluble”’ and “DOC-soluble” Fraction, re- 
spectively (Fig. 1). Cold 95 per cent ethanol was added to the fractions to 
give a final ethanol concentration of 70 per cent, and two sediments to be 
used as inductor materials were obtained by centrifuging for 10 minutes at 


3,000 x g. 


Natures of the microsomal fractions: The ribonucleic acid content 
of these two fractions was determined by the orcinol reaction from 
a standard curve established on pure yeast ribonucleic acid. This 
result is expressed as ribonucleic acid phosphorous (RNA-P). The 
concentrations of the ribonucleic acid thus separated are shown as 
RNA-P(ug.)/protein-N(mg.) in Table 1. The comparatively large 
ribonucleic acid content of the DOC-soluble fraction may be at- 
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Table 1. RNA-P and Protein-N contents of DOC-insoluble and 
-soluble microsomal fractions of 9-day chick embryos 


| 


RNA-P( yg.) Protein-N( mg.) 
DOC-insoluble 238 | 0.885 - 297.5 
DOC-soluble | 227 2.856 79.7 


tributed to a high concentration of DOC used in the present work 
(LITTLEFIELD et al., TAKANAMI, 59; Mou t et al., ’60). 

The ribonucleic acid concentration of the original Microsome II 
was not determined in this work, but the striking increase in the 
value of RNA-P(ug.)/protein-N(mg.) can be seen by comparing the 
value of the DOC-insoluble fraction and that of Microsome II reported 
in the previous paper (KAwAKAMI et al., 60). This increase may 
be due to the solubility of non-ribonucleoprotein in DOC, which is 
greater than that of ribonucleoprotein (PALADE et al., 56; LITTLEFIELD 
et al., 55). 

Electron microseopic observation of the original Microsome II 
and the DOC-insoluble fractions was performed by a routine technique 
for fixation and imbedding. As described in the previous paper 
(KAWAKAMI, and SasakI, the former fraction was prin- 
cipally composed of dense particles with a diameter of about 150 A, 
although a few vesicles derived from the ergastoplasmic mem- 
brane were observed. It is noteworthy that in the case of chick 
embryo material, a more or less pure fraction of ribonucleoprotein 
particles can thus be obtained by a relatively simple procedure. 
Some vague substance, however, was observed around the particles, 
separating them from each other (Fig. 2). 

In the electron microscopic picture of the microsomal material 
treated with DOC, only granular bodies, consisting of particles about 
500 A in diameter which aggregated with each other (Fig. 3), could 
be found. 

Judging from the data of the chemical analysis described above, 
these granules are ribonucleoprotein particles swollen by the DOC- 
treatment. 


af 
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a 


Fig. 3 


‘Figs. 2, 3. Electron micrographs of the chick embryo 
microsomal material (Fig. 2) and DOC-insoluble fraction 
of microsomal material (Fig. 3). 40,000. 
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Embryonic induction: 

a. Inductions by DOC-soluble fraction. The inductions in 24 of 
27 usable cases showed in general a deuterencephalo-spinocaudal- 
inductive effect. | 

The trunk-tail protuberances observed externally in 9 explants 
showed a spinocaudal-inductive effect during cultivation. The fre- 
quent deuterencephalic or rather strong neural tendency, however, 
surpassed the authors’ expectation. That is, the neural inductions 
included 5 deuterencephalons, one non-specifiable brain, 3 neural 
tubes and 7 fragmental or vesicular neural tissues. In addition, 
fragmental or vesicular neural inductions in 4 cases accompanied 
by ear vesicle showed a deuterencephalic nature, although the neural 
structures were abnormal and could not be identified with any 
part of the normal deuterencephalon. 

On the other hand, the mesodermal-inductive effect was also 
marked, and 3 notochords, muscle or myotome in 5 cases and mesen- 
chyme in 14 cases were found. Two of the 3 notochords induced 


Fig. 4. Induction of spinocaudal structures by non-nucleopro- 

tein fraction dissolved out with DOC from chick embryo 

microsomal material. Notochord at right corner of figure; 
myotomes and neural tube are well differentiated. 
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here were long and of the trunk-tail type, but the remaining frag- 
mental one accompanied by an ear vesicle showed cephalic charac- 
terestics. 

The muscle in 2 cases showed myotomic metamerization, and 
one of them developed togeter with neural tube and notochord, 
showing very typical spinocaudal structure (Fig. 4). Mesenchymatous 
tissue was produced in almost all the positive cases (23 out of 24). 
Although mesencymatous tissue was also induced in some of the 
cases into which the DOC-insoluble fraction was grafted, the induc- 
tion of the tissue by the DOC-soluble fraction was more frequent 
and larger in amount. In 8 cases only mesenchymatous tissue was 
induced, but large amount of the tissue seemed to suggest a strong 


Fig. 5. Archencephalic induction by ribo- 
nucleoprotein particles separated with DOC 
from chick embryo microsomal material. 
Well-formed eye with lens is induced. 
Neural ihduction at ventral side is part of 
induced fore-brain. Nose and another eye 
without lens can be found on other sections. 
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mesodermal-inductive effect in these cases in spite of the absence of 
other organized mesodermal tissues such as notochord and muscle. 


b. Inductions by DOC-insoluble fraction. The inductive effect of 
the DOC-insoluble fraction was very specific and strongly archen- 
cephalic (Fig. 5). The rate of induction was 97 per cent (69 of 71 
usable cases), and archencephalon developed in 49 cases; ize., the 
rate of archencephalic induction was 73 per cent of the positive 
cases. Moreover, 30 eyes induced in 28 cases and 20 noses in 18 
cases further demonstrated the archencehalic character of the in- 
ductions. Such frequent and well-differentiated archencephalic in- 
duction as that obtained here was the first experience for the present 
authors, in spite of their repeated tests with various kinds of tissue. 


-DOC-soluble Fraction | Inductions | Doc- insoluble Fraction 
Archencephalon 
Eye(s) 


Nose(s) 


Other neural 
tissues 


Notochord 


| 
L 


24/27. 89%| Positive 69/71, 97% 
Total 


Fig. 6. Rate and nature of inductions by DOC-soluble 
and -insoluble fraction from chick embryo micro- 
somal material. 


OH 
Ear(s) 
g Nonspec. brain g 
Neural tube 
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Non-specifiable neural induction was comparatively rare, consisting 
of 2 brains and 6 fragmental and massive neural tissues. The total 
of 24 cases in which mesenchymatous cells were accompanied by 
neural induction, and 9 cases which had mesenchymatous cells alone, 
cannot be dismissed as insignificant in a quantitative sense, but the 
amount of induced tissue was generally small except for 2 cases, in 
which a tail-like protuberance and deuterencephalon were produced 
separately. The formation of a very small or negligible amount of 
mesenchymatous tissue was especially constant in those cases with 
well-differentiated archencephalon. The distribution of the inductions 
produced by each of these (DOC-soluble and -insoluble) fractions 


may be compared in Fig. 6. 


DISCUSSION 


As suggested above, the archencephalic- or neural-inductive effect 
of the ribonucleoprotein-rich fraction obtained by precipitating with 
streptomycin from chick embryo extract is not consistent with 
deuterencephalo-spinocaudal-inductive effect of the chick embryo 
microsomal fraction, which is made up almost exclusively of dense 
ribonucleoprotein particles, as seen in the electron microscope. In 
a previous note (KAwAKamMI, lvErr1 and SASAKI, ’60), the authors put 
forward the hypothesis that the proper inductive effect of the micro- 
somal ribonucleoprotein particles is perhaps masked by a covering 
layer of non-nucleoprotein, which is deuterencephalo-spinocaudal in 
effect. The experiments described here were planned to check this 
possibility by testing separately the inductive effects of the ribo- 
nucleoprotein particles and the non-nucleoprotein component sepa- 
rated from the chick embroyo microsomal fraction. The results 
obtained verify the proposed interpretation, showing a strong archen- 
cephalic-inductive effect of the ribonucleoprotein particles and a 
deuterencephalo-spinocaudal effect of the non-ribonucleoprotein 
component. | 

In other words, the ribonucleoprotein particles yielded their 
proper neural inductive effect when they were divested of the cover- 
ing non-nucleoprotein. 

The inductive effect of the microsomal fraction has been demon- 
strated to be neural in rat liver (KAwAKAMI, MirunE and SasAkI, '59) 
and spinocaudal in guinea pig kidney (Yamapa, 58). According to 
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the authors’ unpublished data, the DOC-insoluble component from 
rat liver microsome material, tested under the same conditions as 
those adopted in the present work, also revealed a very strong 
neural-inductive effect, almost all the positive cases producing ar- 
chencephalic induction. The DOC-soluble fraction from the same 
tissue, however, was almost non-effective in its inductive capacity. 
Thus the non-ribonucleoprotein and ribonucleoprotein fractions ex- 
tracted by the streptomycin method seem to reveal their respective 
inductive effects. 

It may be expected, therefore, that the DOC-soluble components 
from the microsomal fractions of guinea pig kidney and bone marrow 
will be found to be respectively non-inductive and mesodermal- 
inductive, and that the DOC-insoluble component is spinocaudal- 
inductive in the former tissue and non-inductive in the latter, since 
the non-ribonucleoprotein and ribonucleoprotein fractions are non- 
inductive and spinocaudal-inductive in the former tissue and meso- 
dermal-inductive and non-inductive in the latter (Yamapa and 
TAKATA, '56; YAMADA, ’58). 

Before coming to a general conclusion on the inductive effects 
of the microsomal fractions from different tissues, however, tests of 
these effects must be performed after dividing the fractions into 
ribonucleoprotein particles and the other component. 

According to the senior author and Yamana (’59), deuterencep- 
halic and spinocaudal inductions can be obtained by using mixed 
neural- and mesodermal-inductive proteins, so there may be a pos- 
sibility that the spinocaudal induction by the DOC-soluble fraction 
of the chick embryo microsomes may be attributed to a mixture of 
proteins, each of which is solely neural- and mesodermal-inducing. 
Judging from the comparatively large content of ribonucleic acid in 
the DOC-soluble fraction, released ribonucleoprotein, which is neural- 
inducing, seems to exert some effect on the spinocaudal induction 
of the DOC-soluble fraction by co-operating with a mesodermal-in- 
ductive non-ribonucleoprotein. A more plausible possibility, however, 
is that some non-ribonucleoprotein component of the soluble fraction 
has a spinocaudal-inductive capacity in itself and that the fraction 
consist of both neural- and mesodermal-inductive non-ribonucleopro- 
teins which co-operate to produce spinocaudal structures. These 
possibilities were demonstrated by the present authors (Kawakami 
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and Iyverri, in press), by testing the inductive effects of various 
subfractions separated on an hydroxylapatite column from a chick 
embryo non-ribonucleoprotein extract. 

In the present study, however, it is enough to demonstrate the 
existence of two components of the microsomal fraction from chick 
embryo which are in marked contrast with respect to their inductive 
effects. Moreover, in view of the important role of microsomal 
ribonucleoprotein particles in protein biosynthesis (LITTLEFIELD et al., 
’55), the inductive effects of these two protein fractions may be 
useful in understanding the mechanism of induction by agents from 
heterologous tissues. | 


SUMMARY 


A contradiction between the lines of evidence concerning the 
inductive effects of chick embryo extract, ie., that the ribonucleo- 
protein fraction obtained by chemical procedures induces neural 
tissues while the ribonucleoprotein-rich cell component separated by 
high speed centrifugation produces spinocaudal structures, was solved 
by using Triturus gastrula ectodérm as the reactor system. 

The microsomal fraction of 9-day chick embryos separated by 
high centrifugation force (90 min., 105,000 x g.), which is spinocaudal- 
inductive, was subdivided with sodium deoxycholate into the in- 
soluble ribonucleoprotein particle fraction and a soluble protein 
fraction, in order to test their inductive effects separately. 

The former showed a strong neural-inductive effect and the 
latter brought about spinocaudal induction. 

From these facts it was concluded that in the microsomal frac- 
tion of the chick embryo the ribonucleoprotein particles, which show 
neural-inductive capacity, are covered by the spinocaudal-inductive 
protein, to which the spinocaudal-inductive effect of the original 
microsomal fraction can be attributed. 
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INTRODUCTION 


In one of his early papers, HANs SPEMANN (1905) proposed a 
hypothesis concerning the initiating factors for the lens-regenera- 
tion in the urodelan amphibia. This hypothesis includes following 
three points. 

1. The lens-inducing influence of the eye-cup is operative not 
only at the beginning of the lens-formation, but it continues its 
action during the later stages. 

2. In the normal eye, this influence of the eye-cup is suppressed 
by an effect—perhaps of chemical nature—of the lens, so that there 
is only one lens formed normally. 

3. If the lens is removed from the eye, its supposed actions are 
abolished, and lens-forming agent can now act on the cells of the 
iris and stimulates the cells to begin the lens-formation (cf. loc. cit. 
431). | 

This hypothesis, as a whole, seemed to be substantiated first 
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by the experiment of H. Wacus (1914). As to the nature of in- 
hibitory actions of the<lens, he began with the alternative, namely, 
the removal of the mechanical pressure of the lens upon the iris- 
margin’or the loss of secretion from the lens, and attained to the 
conclusion that both factors tend to restrain lens-regeneration and 
are not necessarily alternative (loc. cit. p. 414-415). The removal 
of the pressure is necessary for the achievement of favourable 
development of the lens-regenerate and the loss of the lens-secre- 
tion is necessary for the activity of the lens-inducing influence of 


the retina (p. 446). 
Since the middle of the 1930’s many investigators have studied 


the inhibitory effect of the lens and the experiments of Wacus were 
repeated. The results have rather been confusing and the authors 
have not always agreed in their interpretation about the inhibitory 
effect of the lens (cf. Reyer 1954 p. 9-13). Recently Mrixami, for 
instance, who has ever been rather sceptical with the inhibitory 
lens-secretion against lens-formation, has reached with his collab- 
orators a decisive conclusion denying the existence of secretory 
substance(s) from the lens in detectable amount (TaKano ef al. 
1957). In this study, they repeated the experiment of Stone and 
VuLTEE (1919) which gave the most critical evidence for the lens- 
secretion. While Stone and VuLtTee found that the lens-regenera- 
tion was inhibited by injection of aqueous humor of the normal eye, 
TAKANO et al. could not confirm such an inhibition of lens-regenera- 
tion at all. Furthermore, TAKANo (1958) proposed an alternative 
theory according to which the lens incorporates a certain amount of 
amino acids and other substances as indispensable material for 
growth and differentiation, and the inhibition or delay of the super- 
numerary lens-formation in the normal eye or in the eye with 
regenerating lens is due to low concentration of key substances. 

In the course of the author’s studies on the artificially produced 
cyclopean newt-larvae, he found very often that the lens was 
apparently too small to occupy the whole area of the pupil. Being 
confronted with the fact that in the cyclopean eye the lens can be 
regenerated from the iris-edge in the same way as in the normal 
eye (Sato and Ecucuari 1960), the situation of the cyclopean micro- 
phacia which showed no sign of changes in the pupillary margin 
for the supernumerary lens-formation seemed to put the theory of 
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complete negation of the lens-secretion in some difficulties. The 
following study was thus undertaken. Although it was not aimed 
to answer the foregoing question, at once the author thinks this will 
serve to point out the necessity of clarification of more details 
before attacking the problem. 


MATERIAL AND GENERAL METHOD 


Larvae of Triturus pyrrhogaster, the Japanese common newt, were used. 
They were raised from eggs obtained by the routine hypodermic grafting of 
a piece of pituitary of the cow. | 

Cyclopean larvae which were used for the first series of experiments 
were produced by the method of MANGOLD (1931, p. 365-366 cf. SATO and 
EGUCHI 1960, p. 374), by removing the cephalic one fourth of the archenteron 
roof at the early stage of neurulae (Stage 17 of OKADA and ICHIKAWA 1947). 

Procedures of operations on the eye varying in each series will be given 
in the corresponding places. After operations, the larvae were cultured 
individually in a glass bowl containing ca. 50 ml sterilized tap water at 
19+2°C. Changes in the pupillary margin preceding the formation of new 
lenses in the operated eye were carefully examined. The culture medium 
was replaced once a week. About 10-20 days after operaion, the larvae 
were fixed in Bouin's fluid and were sectioned in paraffin in 104. For 
staining sections, Kernechtrot and anilinblue-orange G were used after the 
method of Malory-Reisinger (cf. SPEMANN, 1942, p. 704). 


RESULTS 


I. Experiments on the cyclopean eye 
40 larvae out of 415 embryos operated showed various grades 
of cyclopean malformation being complicated with microphacia. 
When the cyclopean larvae attained the body length of 11-13 mm 
(about 20 days after operation), thirty six of them were submitted 
to two kinds of experiments; results of which will be given in order. 


A. Effects of lens reduced in size by injury 

Method. The larva was narcotized with 0.05% chloreton solution and was 
fixed on the wax coated bottom of the operation dish containing Holtfreter’s 
solution by a small sheet of gauze and steel pins. The cornea was cut open 
with a sterilized micro-scalpel (cf. WACHS 1914, p. 389-390). A part of lens 
epithelium was then lanced with a sharp glass needle. The operated larva 
was transferred to the culture bowl after recovery from anaesthesia. Within 
about 48 hours, the wound of the cornea and the lens healed completely and 
the lens diameter was reduced by the outflow of the lens fiber-mass (Fig. 1 5) 
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to about 1/2 to 3/4 of the initialh The lens recovered sooner or later from 
the deformation becoming more spheroid. The lens did not lose its trans- 
parency, while the fibers discharged in the eye chamber became first opaque 
and later invisible, indicating degeneration followed by decomposition. 


Fig. 1. A typical example of the experiment I A in cyclopia 

perfecta with oval pupil with a double formation of new 

lens. a: Before operation, 18 days after removal of archen- 

teron roof. 06: After operation, the lens-epithelium is cut 

transversally. Note slight shrinkage of the lens. c: Before 

fixation, 19 days after operation. a-c: Sketch, xca. 24. d: 
Frontal section of the eye. x50. 
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Table 1. Survey of results of Experiment I A. Lower half of the 
table shows relations between the lens newly formed from 
the iris and modes of the innervation of optic nerve 


| Cy. per- cot 
Total fecta Cyclopia imperfecta 
No. of experiments _ | 12 | 2 10 
No. of unavailable cases | 4 1 3 
(died) 
No. of available cases 8 1 7 
Position of initial lens 
in pupil in pupil a setied 
1 5 | 2 
_fsingle 4 4 0 
Lens-formation:) d 4 1 1* 5 
No. of cases microscopically 
; 7 1 4 2 
examined 
fabsent 1 0 0 1 
N. opticus: 6 1 4 1 
Mode of N. opticus{Type A 4 1 2 1 
in retina Type B 2 0 2 0 


*: Failed in sectioning. 


The results obtained are summarized in Table 1. Eight available 
cases contain one cyclopia perfecta with oval pupil (group 2) and 
seven cyclopia imperfecta (group 3) according to the previous 
classification (See Sato and Ecucur 1960, p. 376). In one case of 
cyclopia perfecta and five cases of cyclopia imperfecta, the original 
lens remained in the pupillary opening (Fig. 1), whereas in the two 
_ cases of the latter, the lens has obviously been dislocated into the 
anterior eye-cavity as the result of operation (Fig. 2). In all these 
eight cases, the new lens was formed either bilaterally (in one case 
of group 2 and in three cases of group 3, Fig. lc) or unilaterally 
(in four cases of group 3) from the pupillary margin. 

In all cases, the depigmentation of the pupillary margin of the 
iris was recognized about a week after operation, ze. in the cases 
of bilateral lens-formation, it took place almost simultaneously on 
both sides of the pupil. The new lenses could grow with the same 
rate, especially when the original lens fell in the center of the 
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anterior eye-cavity, but in the most cases in which the original 
lens had been accidentally shifted laterally, the regenerate developed 
faster on the side greater distance away from the lens than in the 
opposite side (Fig. 1c, d and Fig. 2a, b). 


b 


Fig. 2. A typical example of the experiment I A in cyclopia imperfecta. 
a: Before fixation, 22 days after operation. Half schematic sketch, 
xca. 24. 6: Frontal section of the eye. “50. The lens is reduced in 
size and displaced somewhat to the right side in the anterior eye-cavity. 


From the situation just mentioned, it is conceivable that in the 
extreme case, the development of the regenerate would be completely 
inhibited on the one side, when the lens is accidentally shifted to 
the side of the pupillary opening. In fact, in two of the four cases 
of cyclopia imperfecta, in which only a single lens was formed, 
microscopical observation corroborated this possibility. In the both 
cases, the optic nerve had the central attachment to the eye and 
showed a perpendicular course to the bottom of the eye-ball in the 
retina (mode A according to Sato and Ecucui Joc. cit. p. 378), so that 
a pair of lenses would usually be formed, if the original lens were 
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extirpated (loc. cit. p. 385-387). In the present cases, however, the 
regeneration did not take place from one side of the pupil, to which 
the original lens happened to be touching. 


Fig. 3. A typical example of the experiment I B (lens-disloca- 

tion) in cyclopia perfecta with circular pupil with the forma- 

tion of single new lens. Sketch, ca. x24. a: Before operation, 

15 days after removal of archenteron roof. 6: After dislocation 

of lens. c: Before fixation, 19 days after operation. The sec- 
tion of this case is shown in Fig. 5. 


_ As to the remaining two cases of the single regeneration, the 
causes of the event was simpler. Microscopical studies showed that 
the optic nerve attached more or less excentrically to the eye-ball 
and took somewhat oblique course in the retina, a situation com- 
parable to that in the normal eye (mode B, Sato and Ecucui, 1960 
loc. cit.). As is shown previously (Sato and Ecucui, 1960 loc. cit. p. 
384), such cyclopia imperfecta usually forms a lens only from the 
pupillary margin opposite to the direction of the nerve in the retina 
after the removal of the initial lens. 


B. Effects of displacement of lens. | 

Method. The cornea was cut open in the same manner as in the pre- 
ceding experiment and then the lens was shifted in position without disturb- 
ing its orientation. For this purpose, a very slender forceps was used, the 
end of which was well polished yet blunt enough to avoidinjury. Incyclopia 
(cf. Fig. 3) the lens was moved to the right pupillary margin. In syno- 
phthalmia (cf. Figs. 6 a-d) one of the two lenses (exclusively the right lens) 
was dislocated to the center of the pupil while the other lens was left intact. 

In most cases the lens settled and grew in its new position throughout 
the whole culture period and about 10 days after operation, the new lens 
vesicle appeared. The larvae were fixed between 15th and 18th day after 
operation. 
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Table 2. General survey of results of Experiment IB 


Available cases 
Kind of ger’ a Cases in Cases 
malformations experim excluded Total 
: formed formed 
1) Cy. perfecta with | 
circular pupil 3 2 
2) Cy. perfecta with | | 
oval pupil | 2 
3) Cy. imperfecta 10 | 2 8 2 6. 
4) Synophthalmia 7 | 2 5 2 3 


Results of the experiment are summarized in Table 2. In 6 
cases, new lenses were not formed, while in 12 cases they were 
formed in spite of the presence of the original lens. 

Table 3 shows the results of microscopical observations on the 
twelve larvae which gave rise to the lens. In most cases the 
original lens remained in perfect condition in the pupillary opening. 
In three cases, the lens degenerated was found (marked by * in the 
Table), in two of which the lens was lying in the pupillary opening, 
and in another cases the lens was dislocated in the anterior eye- 
cavity. 

In most cases (II), the new lens-formation took place in singular 
number from the side of the pupillary margin from which the lens 
had been pushed away. 

Microscopical observations revealed, just as in the first experi- 
ment, that the place where lens-formation took place was always 
predicable from the previous experience of lens-extirpation (SATO 
and Ecucui, 1960). Fig. 4 shows a typical case of cyclopia perfecta 
with an oval pupil (group 2) and an optic nerve of the “mode B” 
which has the oblique course. The supernumerary lens was formed 
“orthotopically”, ze. from the point of the pupillary margin opposite 
to the nerve (cf. loc. cit. p. 378-379), and opposite to the original lens. 

In two cases of cyclopia imperfecta (group 3), the optic nerve 
showed mode B as the above example, and the eye should originally 
be capable of forming a lens. But the lens formation dif not occur, 
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because the original lens had been shifted accidentally to the wrong 


side where the lens-formation should have occurred. 


Table 3. Details of the results of Experiment IB (Numer of newly 
formed lens, position of the dislocated lens, modes of the optic 
nerve etc. in diverse types of malformation of the eye) 


Malformations 
Cyclopia C. im- |Synoph- 
cones perfecta perfecta| thalmia 
Group 1Group 2;Group 3/Group 4 
Total number 12 l 2 6 3 
fin the pupil 8+2* 1 2 5+1* 1* 
Initial lens: Position); the anterior 
eye-cav. 
. {single 8+ 3* 1 2 4+1* | 1+2* 
Lens formation} 0 0 1 0 
Absent 1 0 0 1 0 
N. opticus 
Present 7+3* 2 3+1* |J+1*+1* 
Type A 3+1* 0 2+1* 0 
Type B 4+2* 2 1 1+1*+1* 
(in Type B) | 
Relative position ,orthotopic | 
of new lens tojalmost orthotopic 2 ae 
optic nerve undecided | 1+1* 


*: Numbers of cases in which the dislocated lens was degenerating. 
Numbers in italic: The number of cases in which the dislocated lens was 
situated in the anterior eye-cavity. 


Fig. 4. A cyclopia perfecta with oval 

pupil showing the orthotopic lens 

formation from the iris-margin, in 

experiment 1B. Optic nerve: mode B. 
x 50. 
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Fig. 5. Frontal section of the eye shown in 

Fig. 3. The dislocated lens is intact and a 

supernumerary lens at the left margin of the 

iris is well formed adhering to the intact lens. 
Optic nerve: mode A. x60. 


In one case of cyclopia perfecta and in four cases of cyclopia 
imperfecta including one case in which the original lens was de- 
generating, the optic nerve had the perpendicular course in the 
retina (mode A, Fig. 5). All of them formed only one lens by the 
same reason as mentioned in the preceding chapter. Also three 
cases of synophthalmia were found to be the same in principle; the 
new lens was formed always from the pupillary margin of the side 
from which the lens had been dislocated (see Fig. 6). But among 
three cases, the dislocated lens remained in the pupillary opening 
only in one case, whereas in the other two, the lens had fallen into 
the anterior eye-cavity and it often showed (in two cases out of 
three) a clear sign of degeneration (see Table 3). 

From the above findings in cyclopia imperfecta, double lens-forma- 
tion can be anticipated. Thus this is true was shown in the follow- 
ing case (Fig. 7). At the time of operation, the larva had a wide, 
bean-shaped pupil with an uninucleated lens of an oval form. The 
lens was free from the whole margin of the pupil except the mid- 
cranial point (Fig. 7a). The operation seemed to have succeeded 
(Fig. 75) but afterwards the lens became gradually spherical and 
changed its position along the caudal margin of the pupil to the 
central position, so that a fairly wide space was formed on both 
sides. By the time of fixation (Fig. 7c), the dislocated lens took a 
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Fig. 6. Experiment I B in synophthalmia. a: Before 
dislocation of lens, 15 days after removal of archenteron 
roof. 6: After dislocation of lens. The right lens was 
dislocated to the center of the pupil. c: Before fixa- 
tion, 18 days after operation. Lens-formation from 
the right pupillary margin. Half sechematic. xca. 20. 
d: Frontal section of the eye. The originally right 
lens has fallen into the anterior eye cavity. x50. 


completely spherical form and a supernumerary lens was recognized 
on one side and a slight depigmentation of the iris was taking place 
on the other side of the pupil. Microscopical observation revealed, 
that the optic nerve separated into two branches each of which 
turned toward the iris margin from which lens formation took place 
(mode B, “orthotopic”). As shown in Fig. 7d, both the original and 
the supernumerary lens were in completely healthy condition, the 
latter just loosening itself from the pupillary margin. On the op- 
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posite side, the lens formation was obviously delayed, but cells of 
the iris-edge showed the ordinary change of depigmentation (Fig. 7 e). 


Fig. 7. A special case of experiment IB in cyclopia 
imperfecta with oval pupil. a: Before operation, 22 
days after removal of archenteron roof. 06: The lens 
dislocated to the right side. c: Before fixation, 20 
days after operation. Depigmentation in the right 
side, supernumerary lens-formation in the left. a-c: Half 
schematic. xca.24. d-e: Frontal sections of the eye. x50. 


It must be added in this connection, that the postoperative 
restoration in position of the shifted lens should not be taken as 
the cause of the supernumerary lens-formation. Because, in one 
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case each of the two types of cyclopia perfecta (group 1 and 2) 
and two cases of synophthalmia (group 4), the displaced lens came 
back completely to the center of the pupil, which remained without 
transformation or contraction: In these cases, the new formation 
of the lens did not occur at all. 


Il. Experiments on the normal eye 


A. Effects of dislocation of lens into posterior eye-cavity 

Method. The operation was made on the right eye of the 14-16 mm long 
larvae. The larvae were fixed, under narcosis, on an operation-dish and the 
lens was pushed into the posterior eye-cavity by a sharp needle. The needle 
was inserted piercing horizontally through the eye just behind the corneo- 
scleral junction in the naso-caudal direction, at first, passing along the 
posterior surface and then along the anterior surface of the iris (see Fig. 8). 
The needle was cut off from the shaft and was left in the eye, hold the lens 
in its new position. 


Fig. 8. Schema of operation for 
fixing the lens in the posterior 


eye-cavity (experiment II A). 


10 days after operation, all the larvae were fixed for serial sections, after 
the glass needle had been removed. | 

As control experiment, in 14 larvae of the same developmental stage, the 
lens was extirpated by the usual method and fixed after 10 days. They were 
used for the comparison of stages of newly formed lens. 


Table 4 shows the results of the experiment. Nine larvae out 
of 100 died before fixation and had to be excluded. In 21 cases the 
glass needle was lost or broken soon after operation and the lens 
was found in original position without any observable injury. Of 
course, no sign of the supernumerary lens formation was perceived. 

In majority cases (63) the operation was successful, z.e. the lens 
was set apart from the pupillary margin and fell into the posterior 
eye-cavity. In the cavity, the lens always underwent degeneration, 
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Table 4. Details of results of Experiment IIA 
J | Available cases 
eel — Positon of lens dislocated 
experiments excluded Total Completely Partially gue | 
| in pupil | in pupil | eye-cavity 
100 9 63 
qc 0 Normal | 28 | 21 7 0 
= 0 5 In degeneration 25 0 | 0 25 
oS 
|Completely decomposed | 38 0 | 0 38 


but formation of a new lens from the dorsal iris occurred in all 
cases. In 38 cases, thereof, since the original lens had decomposed 


completely, only a lens-regenerate was found in the eye. 


In other 


25 cases in which the original lens was in the process of degenera- 
tion, the two were found coexisting (Fig. 9). 


Fig.9. Supernumerary lens-formation 

in the presence of the original lens 

degenerating in the posterior eye- 
cavity. x80. 


Tt 
1 
a 
| la; 


¢ 

4 


| 


INHIBITORY EFFECT OF LENS ON THE LENS-FORMATION 27 


Fig. 10 shows distribution-curves of developmental stages of 
these new lenses in two groups classified by the presence and 
absence of the degenerating original lens in comparison with that 
of the lenses regenerated in the control experiment. 


———— Reganerate only 
Reg. and deg. lens 
Control / 
3} p Q 
\ 
\ 
/ \ 
\ 
\ 


Stage of lens-regeneration 


Fig. 10. Distribution-curve of differentiation of the lens from the iris 


10 days after operation. ----: In the eye in which the original lens 
had completely decomposed, -----: In the eye in which the original 
lens was degenerating, ——-: In the control eye, from which the lens 


was extirpated. 


It is clearly shown that there is no significant difference among 
the patterns of the three curves, all showing the mode of distribu- 
tion at stage 7. This suggests that the degeneration of original lens 
begins very soon after dislocation and that the degenerating lens 
has no influence upon the formation and development of the new 
lens. 

In rare cases (7 cases, see Table 4) the original lens did not 
completely fall into the hind eye-cavity and was suspended at the 
ventral part of the pupil. Though the lens remained in the perfect 
condition, the mid-dorsal iris-edge showed the usual depigmentation 
forming a small lentoid toward the original lens (Fig. 11). 
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| 
Fig. 11. Lentoid-formation from the 
dorsal iris of the eye containing the 


lens dislocated and remained healthy 
in the posterior eye-cavity. x80. 


This finding, in accordance with the result of the preceding 
experiment, suggested the possibility of the supernumerary lens- 
formation in the normal eye by means of ventral dislocation of the 
lens. The next experiment was performed to prove this proposition. 


B. Effect of dislocation of lens in plane of pupillary opening 

Method. The larvae of ca. 18 mm in body length were used. For the 
displacement of the lens, the method of the previous experiment was slightly 
modified to prevent the breaking of the glass needle during the culture of 
the larvae. 

A slit was made on the skin between the eye and the nasal pit by a 
sharp glass needle. From this slit the needle was inserted caudally under 
the skin and stuck into the eye at a point somewhat more dorsally than in 
the preceding experiment. Then the needle was pushed simply along the 
hind surface of the iris through the hind eye-cavity, shifting the lens ventrally 
without disturbing its orientation. When the lens was shifted from the dorsal 
margin of the pupil, the needle was carefully drawn out and replaced with a 
piece of fine glass thread of at most 25 w in diameter. The caudal end of 
the thread was inserted in the scleral tissue, while the nasal end was enbedded 
under the skin outside of the eye (s. Fig. 12 and 13). 2 days before fixation 
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of the larvae the glass thread was carefully drawn off, 


Contrary to the preceding experiment, the larvae were raised for various 


lengths of time (6-40 days) after the operation. 


Fig. 12. Schema of operation to Fig. 13. A typical case of experi- 


fix the lens shifted ventrally in ment II B in section. 2 days after 
the pupil (experiment II B). lens-dislocation. x80. 


Fig. 14. A typical case of supernumerary 

lens-formation from the dorsal iris in the 

presence of the perfect primary lens. 14 
days after operation. x80. 


4 
| >. 
4 
> 
4 
| 
, 
| 
| 
§ 
y ? £ 
‘ 
A 
aa 
a. \ | 
| 


30 GORO EGUCHI 


Results of the experiment are summerized in Table 5. In 14 
cases in which the lens was dislocated within the pupil at some 
distance from the dorsal edge of the iris. Although the lens 
remained in perfect condition, a lentoid or even a perfect lens was 
formed from the free edge of the iris (Fig. 14). 


Table 5. Summary of Experiment II B 


Number of cases in which the 
i 3a No. of cases in lens is dislocated 
vs | | came back to 
% | 588 | | original place |Completely| In degene- {Completely 
| normal ration (degenerated 
80 10 70 | 16 14 32 ~ 


It was further found in these cases that both the original and 
the newly formed lens tended to fuse each other when the space 
was too narrow to allow their free growth (Fig. 15). 


4 
. formation in the presence of the ie Cs, ~ 


primary lens dislocated, showing 


that the both lenses are slightly 
deformed and the epithelium has lens (dorsal) and the original lens. The 


secondary lens is much vacuolated. 28 
days after operation. x80. 


Fig. 15. Supernumerary lens- 


Fig. 16. Fusion of the supernumerary 


become thinner on the: contact- 
surface. No sign of degeneration 
in the both lenses. x80. 
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Moreover, it has often happened that the new lens: underwent 
cataract (Fig. 16), as it was shifted into the hind eye-cavity during 
development. It is therefore conceivable that, if such a lens was 
fused with the original one, the fused lens may also decay. _ 

As to the remaining cases of the experiment, the results coin- 
cided with those obtained in the preceding experiment. The lens 
either recovered as the result of reversal of the displacement (16 
cases) or decayed with further dislocation into the hind eye-cavity 
(40 cases). The lens-formation from the pupillary margin did not 
occur in the former cases, while in the latter cases it occurred as 
if the lens had simply been extirpated. 


DISCUSSION 
I 


In the first series of the present study, it has been shown that 
the lens reduced in size or simply dislocated within the plane of the 
pupillary opening cannot inhibit the supernumerary lens-formation 
in the microphacial cyclopean eye. This does not necessarily mean 
that the secretion of a small lens is not sufficient to inhibit the lens- 
formation, because the same situation was found also in the normal 
eye by the shifting of the lens (the last series). Thus the possibility 
of the secretion of an inhibiting substance becomes very doubtful. 
In this respect the present results agrees with several authors who 
denyed lens-secretion (cf. REYErR 1954, p. 9-13). 

There are still some other facts which make it difficult to 
exclude the inhibiting role of the lens on the lens-formation as in 
TAKANO’S report. They are for instance as follows: the occurrence 
of microphacia in the cyclopean eye (p. 15), its prompt formation 
of the supernumerary lens after simple dislocation of the lens (p. 
20), inhibition of lens-formation by the degenerating lens in the 
pupil (p. 22), the relation between the distance of living lens from 
the iris-margin and growth of the new lens (especially in the case 
of Fig. 25) etc. 

From the pure morphological standpoint, the supernumerary 
lens is formed only when the distance is experimentally increased 
beyond a certain limit. | 


| 
3 


32 GORO EGUCHI 


As Reyer said in his excellent review, the inhibiting action of 
the lens on the supernumerary lens-formation ‘appears to depend 
on the size and physiological condition of the lens as well as on its 
distance from the reacting iris tissue ’(REYER 1954, p. 13), and for 
the present, it seems rather appropriate to assume, as MIKAMI 
formerly did (Mr1xam1, 1941, p. 288), that the effective sphere of the 
lens is restricted around its vicinity. 


IT 


The lens, irrespective of whether original or supernumerary, 
tends to degenerate in the posterior eye-cavity, whereas the two 
fuse with each other in the pupillary opening (p. 30/31). This 
suggests that the physiological condition in the pupillary opening is 
‘indispensable for the maintenance of the lens and, in the first place, 
it seems to give some insight into the problem relating the hypo- 
thesis of SPEMANN (point 2, see p. 13). That is: when the space 
of the pupil is occupied by more than one lens, the morphological 
and perhaps physiological conditions normal to the eye-cavity will 
be restored by the fusion of the lenses into one. It is also possible, 
if the original lens undergoes degeneration by the fusion with a 
degenerating supernumerary lens (p. 30/31), new lens will replace 
the fused lens after complete decay of the latter (cf. Ikepa and 
AMATATSU, 1940). It seems thus that the lens can normally exist 
only in the singular number in the normal eye at all events. 


ITI 


As to the influence of the degeneration or decomposition of the 
original lens upon the lens-formation, the experiment II A (p. 26) 
has shown that no injurious effect was noticeable, when the de- 
generating lens was apart from the pupillary margin. On the other 
hand, we have seen in accordance with DINNEAN (1942) that, when 
the lens touched or laid near by the dorsal iris, the supernumerary 
lens-formation did not occur. As long as the degenerating lens 
occupies the original position and touch the pupillary margin, it 
suppresses the lens-formation as it were a foreign body such as a 
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paraffinized lens (Wacus 1914, 1936, KAwAKAMi 1941), 
paraffin spherule 1941), diverse tissues (Mrxamz loc. cit.) 
and so forth. These findings do not contradict the results of Wacus 
(1914), Ikepa and Amartatsu (1940), Uno (1943) and Stone (1952) 
_who established a delay of the lens-formation corresponding to the 

length of time required for the decomposition of the original lens 
in or near the pupil. 


SUMMARY 


1. Owing to the special condition that the cyclopean larvae of 
the newt (Triturus pyrrhogaster) often have a lens lying in the 
center of the pupil without touching the margin of the iris, it was 
possible either to reduce the size of the lens (experiment I A) or 


to shift it in position in the pupil (experiment I B), without injury . 


on the pupillary margin. 

2. In both experiments (A and B), lens formation occurred from 
the pupillary margin in spite of the original lens remaining in the 
pupil. 

3. The new lens well coincided in its mode and place of forma- 
tion with the lens regenerated after extirpation of the original lens. 

4. In the experiments on the normal larvae, the very same 
phenomena were detected. When the lens was shifted into the 
posterior eye-cavity, lens regeneration took place from the mid-dorsal 
iris as in the simple extirpation of the lens. The presence of the 
degenerating lens in the hind eye-cavity had no significant influence 
on the rate of formation of the lens. 

5. Sometimes the lentoid was formed from the mid-dorsal iris, 
even when the lens had been kept intact in the posterior pupillary 
area a short distance away from the iris. 

6. When the lens was ventrally dislocated, without disturbing 
its polarity in the pupillary opening, it could be kept intact in many 
cases. If a space was produced between the dislocated lens and the 
dorsal margin of the iris, the new lens formation took place as 
usual. 

7. These facts were discussed in connection with results and 
arguments of others. 
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A CYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF 
STRIATED MUSCLE DIFFERENTIATION 
IN REGENERATING LIMBS OF THE 
ROACH, PERIPLANATA AMERICANA» 


RONALD R. COWDEN 
Division of Cell Biology, Institute for Muscle Disease, Inc., New York 
AND 
DIETRICH BODENSTEIN 
Department of Biology, University of Virginia, U.S.A. 


The maturation of striated muscle involves a complex series of 
changes in the chemical morphology of the cell, and for this reason 
has been a favored system in which to investigate cellular differ- 
entiation. Some aspects of the chemical cytology of mammalian 
striated muscle regeneration have been described by Lasu, HOLTZER 


and Swirt (1957), and WiGGELSworTH (1956) has investigated the 


development of striated muscles between moults in the insect 
Rhodnius using some cytochemical and some more conventional 
cytological methods. In both cases, the general course of muscle 
development was similar, particularly if considered at the cellular 
level rather than at the tissue level. Le Gros-CLark (1946) es- 
tablished that mammalian striated muscle could only regenerate if 
the stromal elements and sarcolemmal tubes remained intact and, 
the later work of Gopman (1957, 1958) supported this conclusion. 
Unlike mammalian muscle regeneration, in insect leg regeneration, 
as well as in limb regeneration of amphibia, the new muscles 
develop from seemingly undifferentiated cells. The course is more 
comparable to embryonic development than to the repair of damage 
that occurs in mammalian muscle regeneration. In this study, 
muscle differentiation in regenerating legs of the roach, Periplanata 
americana has been examined with respect to the distribution of 
nucleic acids and proteins at various stages of differentiation. 


1) This study was partially supported by grants from the Muscular 
Dystrophy Associations of America and RG 7957 of the United States Public 
Health Service. 
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Through the cytochemical approach, and by use of particularly 
favorable material, it seemed possible that some of the controversial 
aspects of striated muscle cytodifferentiation could be resolved. In 
this instance, the study has been restricted to striated muscle 


differentiation. 


MATERIALS AND METHODS 


The regenerates used in this investigation were obtained in the following 
manner: Nymphal legs were amputated at the trochanterfemur level (autotomy 
joint). The operated animals were kept in finger bowls at approximately 
25° C., and a regenerate was allowed to form in the coxal stump. At the 
desired age, regenerates were dissected from the coxa under a physiological 
solution and the excised regenerates were fixed in acetic acid-ethanol (1:3), 
BOUIN’s or LILLIE’s (1954) calcium acetate formalin. They were dehydrated 
in the conventional manner, infiltrated with 1% paraloidin in equal parts of 
ether and ethanol overnight, cleared in toluene, and embedded in 56-58° C. 
m.p. “Tissuemat”. Serial sections of 5 w were prepared. 

Acetic acid-ethanol (1:3) fixed sections were stained for RNA by FLAX 
and HIMES’ (1952) azure B bromide method after incubation in DNAase. 
Similarly fixed sections which received prior incubation in RNAase were 
stained by EINARSON’s (1949) gallocyanin-chromalum method for DNA. Bouin 
fixed sections were stained for some of the reactive groups of proteins, 
chiefly basic groups by MAZIA, BREWER, and ALFERT’s (1953) mercuric 
bromphenol blue method. Some Bouin fixed and some calcium acetate formalin 
fixed sections were stained by LILLIE’s (1954) picronaphthol blue black, 
brilliant purpurin and azofuchsin (NBB-BP-Az) connective tissue method, 
omitting the conventional hematoxylin nuclear staining. Each of the three 
acid dyes in this mixture apparently attach to the reactive basic groups of 
proteins, but because of other physical~ properties of the dyes and/or the 
proteins being stained (see BAKER, 1958) differential staining of some of the 
intracellular proteins was obtained. 

The regenerates were initially staged according to the size of the re- 
generate as seen in the living animals through the ventral coxal surface (see 
BODENSTEIN, 1953). These stages are only approximations of the condition 
of regeneration since histogenesis in the regenerating leg does not precisely 
follow the gross morphological appearance of the regenerate. 

Some of the regenerates were observed in living condition. For this 
regenerates were dissected under a physiological solution, placed on a slide, 
covered with a cover slip, and observed with phase optics. Under the slight 
capillary pressure exerted by the cover slip, the details of the organization 
of developing muscles of 13-15 day regenerates could be readily observed. 


OBSERVATIONS 


With the exception of the earliest recognizable regenerates (10- 
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12 days), most of the intermediate stages of muscle histogenesis, as 
well as the earliest muscle precurser cells were present in all pre- 
parations. As groups of myotubes were formed, mononucleated 
myoblasts appeared between them, proliferated, and later gave rise 
to additional myotubes. Striations did not appear until about the 
18th day after limbs were removed, but even in these preparations, 
earlier stages of myogenesis were still in evidence. 

The earliest recognizable muscle precurser cells were the mono- 
nucleated myoblasts. The cytoplasm of these somewhat spindle 
shaped cells was extremely basophilic when stained with the azure 
B bromide method for RNA, but the basophilia could be prevented 
by prior incubation in RNAase (Fig. 1). The nuclei of these cells 
were somewhat vesicular and contained one or more prominant 
basophilic nucleoli. Even in the earliest regenerates examined the 
mononucleated myoblasts were oriented in the axis of the pre- 
sumptive muscle (Fig. 2). Numerous mitotic figures were observed 
among the mononucleated myoblasts (Fig. 3), but never within the 
multinucleate muscle tubes. The few myotubes which were already 
present by the 10th day after amputation in limb regenerates were 
multinucleate and contained fine fibers which were stained by both 
methods for proteins and by the RNA method. With the (NBB- 
BP-Az) method, these fibrils were stained by brilliant purpurin. 
They did not exhibit a recognizable pattern of striation, either in 
stained preparations or in preparations examined by polarized light 
microscopy. When the mononucleated myoblasts reached a sufficient 
population density, lying as they were in a space between myotubes, 
they formed interdigitating chains (Fig. 4), and the cytoplasmic 
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Fig. 1. Mononuncleated myoblast showing the distribution of RNA. Azure 
B bromide after DNAase. 4800. 

Fig. 2. Organization of forming muscles in an early regenerate stained for 
protein.. Mercuric bromphenol blue. 1020~x. 

Fig. 3. Nuclei of developing muscles stained for DNA showing two mitotic 
figures among the mononucleated myoblasts. Gallocyanin-chromalum 
after RNAase. 4800. 

Fig. 4. Approximation of mononucleated myoblasts stained for RNA. Azure 
B bromide after DNAase. 4800~x., 

Fig. 5. Row of nuclei in a multinucleate myotube stained for RNA. Azure 
B bromide after DNAase. 1720~. 

Fig. 6. Same as 5, but 4800~. 
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outlines became less distinct. As seen in Figure 4, the nuclei of the 
mononucleated myoblasts had become more elongated, and the 
basophilic cytoplasm trailed off into thin processes. 

In the next recognizable step of muscle development, multinu- 
cleate myotubes were formed (Fig. 5). The cytoplasmic boundaries 
of individual myoblasts became indistinct, and this was followed by 
a close approximation of the myoblast nuclei. In the multinucleate 
myotubes, the internuclear space was deeply stained by the azure 
B method for RNA (Fig. 6). The fine myofibrils, now present in 
the myotubes, also exhibited RNAase removable basophilia through- 
out their length. In the multinucleate myotubes the nuclei were 
all of about the same size and displayed the morphology charac- 
teristic of interphase nuclei when stained for DNA (Fig. 7). No 
mitotic figures were ever observed in multinucleate myotubes. In 
similar preparations stained for proteins, the nuclei were surrounded 
by numerous fine fibrils (Fig. 8). At this stage the fibrils displayed 
a uniform birefringence in polarized light, and there was no indica- 
tion of a pattern of striation in the fibrils when stained by methods 
for proteins. The developing muscles still consisted mainly of 
multinucleate myotubes interspursed with columns of mononucleated 
myoblasts as late as the 15th day after amputation (Fig. 9). On 
successive days the number of multinucleate myotubes increased 
and the fibrils within the myotubes increased both in number and 
diameter. This change in the density of fibrils was particularly 
evident at the site of insertion of the developing muscle into the 
basement membrane (Fig. 10). In the course of further develop- 
ment, the nuclei in the myotubes moved apart. In these myotubes 


Fig. 7. Row of nuclei in a multinucleate myotube stained for DNA. Gal- 
locyanin-chromalum after RNAase. 4800~x. | 

Fig. 8. Row of nuclei in multinucleate myotube stained for protein. Mercuric 
bromphenol blue. 4800. 

Fig. 9. The organization of developing muscle from a 15 day regenerate 
stained for protein. Mercuric bromphenol blue. 1200~. 

Fig. 10. The organization of developing muscles at 18 days showing the 
insertion of myofibrils into hypodermis and rows of mononucleated 
myoblasts. Note on left as picture row of large hypodermal muscles. 
Mercuric bromphenol blue. 4800~x. 
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the cytoplasm directly adjoining the nuclei exhibited a _ greater 
degree of basophilia than the balance of the cytoplasm (Fig. 11), 
and the nuclei contained one or more basophilic nucleoli. The 
myofibrils at this stage were still homogeneously basophilic, and a 
pattern of striation could not be resolved by light microscope 
methods. 

As the myofibrils increased in diameter, their staining affinity 
with the NBB-BP-Az method was altered; instead of binding brilliant 
purpurin they were stained by naphthol blue black (Fig. 12). In18 
day post-amputation preparations stained for RNA the first patterns 
of striation were observed (Fig. 13), and similarly, striation patterns 
were observed at about the same time in preparations stained for 
proteins. In matured muscles stained by the mercuric bromphenol 
blue method, the Z membranes and A bands were more deeply 
stained than the I bands (Fig. 14). In similar preparations stained 
by the NBB-BP-Az method the Z membranes and A bands were 
stained by naphthol blue black while the I bands were stained by 
brilliant purpurin (Fig. 15). In the fully developed muscles, only 
_the A bands displayed basophilia which was removable by pretreat- 
ment with RNAase (Fig. 16). The basophilic zone around the nuclei 
had disappeared by this stage. 

In living preparations of 13 day regenerates, interdigitating 
mononucleated myoblasts, already oriented in the axis of the form- 
ing muscle, were observed. Very few multinucleated myoblasts 


Fig. 11. The “nuclear cap” of basophilic material surrounding nuclei in 
multinucleate myotubes in which nuclei have moved apart. Azure 
B bromide after DNAase. 4800~. 

Fig. 12. Larger diameter myofibrils stained by naphthol blue black. Picro- 
naphthol blue black, brilliant purpurinazofuchsin. 4800. 

Fig. 13. The initial appearance of striations in the 22nd day of regeneration 
stained for RNA. Azure B bromide after DNAase. 1720~x. 

Fig. 14. Sarcomeres from mature muscles stained for protein. Mercuric 
bromphenol blue. 4800. 

Fig. 15. Sarcomeres from mature muscles; two membranes and A bands 

_ stained by naphthol blue black, I bands by brilliant purpurin. Picro- 

naphthol blue black, brilliant purpurin-azofuchsin. 4800. 

Fig. 16. RNA distribution in mature sarcomeres limited to A bands. Azure 
B bromide after DNAase. 4800. 
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were present, but abundant mitotic figures were noted among the 
myogenic cells as well as in other forming tissues. Multinucleated 
myoblasts were present in living preparations of 15 day regenerates. 
At least two levels of differentiation could be distinguished. In what 
appeared to be the earliest condition, large round nuclei in intimate 
contact with one another were organized in rows within a syncytium. 
No myofibrils could be detected in these syncytia. In the somewhat 
more differentiated multinucleated myoblasts, the nuclei were ellipti- 
cal in shape and fine myofibrils could be seen arranged in rows; no 
striations were as yet apparant. Although some mononucleated 
myoblasts were situated between the multinucleated myoblasts, few 
mitotic figures were seen. These observations of living preparations 
agreed in detail with findings in histological preparations of the 
corresponding stages as previously described. 


DISCUSSION 


The cytodifferentiation of striated muscle appears to be quite 
similar in all of the forms for which adequate studies exist. It is 
apparant that there are some differences in detail since, as GODMAN 
(1957, 1958) has indicated, the process of repair of an injured mam- 
malian muscle cell is one of cellular repair while most of the other 
studies have been concerned with development of. new muscles in 
regenerating or developing structures. Although GopmMaAn (1957, 
1958) still considered the multinucleate condition in mammalian 
striated muscle due to nuclear proliferation by amitosis, the micro- 
spectrophotometric studies of Laso, Ho_tzer and Swirt (1957) have 
established that DNA levels in multinucleate striated muscles are 
constant and diploid, a condition that would be difficult to maintain 
if cell divisions were amitotic. Also, both WoLpE (1959) and Carers 
(1960) using in vitro systems, independently demonstrated that 
multinucleated. muscle cells are formed by fusion of mononucleated 
muscle cells into a syncytium, and have largely ruled out amitosis as 
a major source of muscle cell nuclei. In addition STrocKpDALE and 
HottzEr (1960) have demonstrated by autoradiographic methods 
that myoblasts capable of synthesizing myosin were incapable of 
synthesizing new DNA. Despite this almost overwhelming evidence 
in favor of the “fusion” hypothesis as opposed to the “amitosis” 
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hypothesis, CatvrEMontT (1940), Fréptric (1954), and Moscona (1958) 
have all reported observing amitosis im vitro in muscle cells. Since 
these observations were made on cultured cells, they should be 
interpreted with considerable reserve, particularly in the light of 
the more recent developments. In the present study, the observed 
sequence of events in muscle differentiation tend to favor fusion of 
mononucleated myoblasts rather than amitosis as the mode of origin 
of the multinucleate condition. Mitotic divisions were strictly 
limited to mononuclear myoblasts, and in a number of instances 
morphological configurations were observed which would be consis- 
tent with the fusion hypothesis (see Fig. 4). The muscle satellite 
cell recently described by Mauro (1961) may well be the source of 
mononucleated myoblasts in mature muscle and may serve as an 
undifferentiated reserve. 

According to Boyp (1960), in his review of myogenesis, it is 
quite difficult in vertebrate material to identify the muscle precursor 
cells, and the designation “myoblasts” is usually given to mesen- 
chymal cells on the basis of their position. In the regenerating 
roach leg, the mononucleated myoblasts could be readily recognized 
by their position and by their large vesicular nuclei and their pro- 
minent basophilic nucleoli and cytoplasm. Moscona (1955) reported 
observing RNAase removable basophilic granules in the cytoplasm 
of cultured chick myogenic cells and suggested that these granules 
might represent centers of muscle protein synthesis. Although 
distinct basophilic granules were not observed in roach limb-bud 
myoblasts, undoubtedly the very high levels of cytoplasmic RNA in 
these cells is chiefly concerned with the synthesis of muscle protein. 
In an electron microscopic study of myogenesis in Drosophilia, Shafiq 
(personal communication) was also unable to find specific large 
basophilic granules, but did observe an abundance of typical endo- 
plasmic reticulum with the associated Palade ribonucleoprotein 
particles in mononucleated myoblasts. Unlike the mononucleated chick 
myoblasts in which HottzeEr, MARSHALL and Fink (1957) were able 
to demonstrate organized myofibrils with distinct sarcomeres, no 
organized fibrils were observed in the mononucleated roach limb-bud 
myoblasts. After fusion of the mononucleated myoblasts into a 
syncytium, the nuclei of the multinucleated myoblast formed rows of 
nuclei in close approximation with one another, and with deeply 
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basophilic regions between nuclei. A similar organization has been 
described in each species for which there has been an adequate 
study; e.g., in Rhodnius and in the mouse. In the roach material, 
this was the first stage at which definite myofibrils could be ob- 
served. Hottzer et al. (1957) and Shafiq (personal communication ) 
have not been able to observe distinct myofibrils in which the 
sarcomere pattern was not visible by either the fluorescent anti- 
body method for myosin or in electron micrographs, but the striation 
pattern was not visible in small diameter myofibrils of roach myo- 
blasts when stained by either the protein methods or by azure B 
bromide or in polarized light for RNA: As earlier described by 
SPIDEL (1938), the myofibrils increase in diameter, and the sarcomere 
- patterns could be observed both in stained material, and in material 
examined in polarized light in larger diameter fibrils. 

The particularly interesting feature of the subsequent growth of 
myofibrils was the role of RNA in this process. During the major 
period of fibril growth the nuclei, now widely spaced and pushed 
to one side of the myotube, were distinctly “capped” at their long 
axes with a basophilic region, similar to that described in regenera- 
tive myogenesis in the mouse by Last et al. (1957). Otherwise, 
cytoplasmic basophilia was limited to the myofibrils themselves, 
suggesting that most of the cytoplasmic RNA was involved in the 
synthesis of additional myofibril material. When the final stage of 
differentiation was achieved, both the nuclear caps of RNA and the 
uniform staining of myofibrils vanished. Only the A bands, and 
perhaps to some extent the Z membranes, were basophilic in the 
adult muscles. 

Actually it is in this latter observation that some controversy 
has become evident, and which is as yet unresolved. Although 
Lasu, et al. (1957) reported a similar distribution of RNA in mouse 
adult muscle, WIGGELSworTH (1956), who used the methyl green- 
pyronin method to stain nucleic acids, reported observing RNA 
granules in the I bands. Some recently published data of D. K. H1Lv 
(1960 a, 1960 b) has further confused matters. In attempts to localize 
sites of adenine nucleotide by use of tritiated precursor, Hitt also 
stained sections of frog muscle in pH 4.0 cresyl violet. Since extrac- 
tion of adenine nucleotide was prevented by addition of lanthanium 
ion to the fixative, staining in a basic dye at pH 4.0 should demon- 
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strate sites of both nucleotides and nucleic acids. The same would 
be true of the titrated adenine; it could serve equally as a precursor 
for RNA or adenine nucleotide. In one experiment where osmium 
tetroxide fixation was employed, both staining and incorporated 
precursor were localized in the N region of the I band; in a sub- 
sequent experiment where freeze-substitution fixation was used, 
both dye and precursor were localized in the A line of the A band. 
In addition, Caspersson and THoRELL (1942) indicated that the 
principal ultra-violet absorption in muscle fibers at about 2600 A, 
the usual peak of nucleotides, was found in the I bands. - Again, 
lanthium ion was employed in the fixative mixture to prevent 
removal of nucleotides, so that their studies did not allow a clear 
distinction between the distribution of adenine nucleotide and RNA. 
Since: it must be admitted that the distribution observed in adult 
sarcomeres by staining methods could possibly arise from absorption 
artifacts, a clear answer on this point will have to await investiga- 
tion with direct physical methods. While Dempsey, WEesLocki and 
SINGER (1946) obtained distinct basophilia in the Z membranes and 
A bands of striated muscle stained at pH 6.0 and above in methylene 
blue, this staining probably represents the distribution of dissociated 
protein carboxyl groups since staining was not prevented by RNAase 
pre-treatment and reflects the staining pattern obtained with general 
protein methods. The patterns of staining obtained with protein 
methods reflects the distribution of dry material in the sarcomere 
as studied by X-ray historadiography (ENcstrém, 1953) and by in- 
terferometry (BENNETT, 1955, and Ross and CassELMAN, 1960). 


SUMMARY 


1. The histogenesis of striated muscle in regenerating cockroach 
legs has been studied using topological cytochemical methods for 
nucleic acids and proteins. 

3. The earliest recognizable muscle cell was the spindle shaped 
mononucleated myoblast which contained an oval nucleus, one or 
more basophilic nucleoli, and basophilic cytoplasmic inclusions. 

3. By the 10th day, the earliest regenerates studies, a small 
number of multinucleate myotubes were already present containing 
fine fibrils which inserted into a basement membrane secreted by 
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the hypodermis. Interspersed between the myotubes were columns 
of mononucleated myoblasts. 

4. Numerous mitoses were observed among the mononucleate 
myoblasts, but never within the multinucleate myotubes. This ob- 
servation together with the organization of mononucleated myoblasts 
into interdigitating columns between myotubes suggests that mul- 
tinucliate myotubes were formed by fusion of mononucleated myo- 
blasts rather than by amitosis. 

5. The region adjoining the nucleus contained a higher concentra- 
tion of basophilic material than the balance of the cytoplasm, sug- 
gesting that the juxta-nuclear regions represent staging areas for 
RNA produced in the nucleus for the direction of the synthesis of 
muscle protein. The nuclear caps of basophilic material were not 
present in mature muscles. 

6. The growing myofibrils in the multinucleate myotubes ex- 
hibited a uniform basophilia which was removable by pre-treatment 
with RNAase, suggesing that this RNA was concerned with synthesis 
of muscle proteins. In the mature muscles, basophilia was confined 
to the A bands. The validity of this and similar observations was 
discussed. 

7. In mature sarcomeres the distribution of acid dyes bound by 
the basic groups of proteins reflected the relative concentration of 
proteins in the various regions of the sarcomere: the A bands and 
Z membranes were heavily stained while the I bands were less 
heavily stained. 

8. On the cellular level, muscle maturation in developing roach 
legs was similar to muscle histogenesis as previously described in 
both vertebrates and arthropods. 
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\ THE RELATIONSHIP BETWEEN THE “ACTIVA- 
TING” AND THE “TRANSFORMING” PRINCI- 
PLE IN THE NEURAL INDUCTION 

PROCESS IN AMPHIBIANS* 


P. D. NIEUWKOOP anpbp S. J. vAn per GRINTEN, S.J. 
Hubrecht Laboratory, Utrecht, Holland 


INTRODUCTION 


Although TrevEMANN (1959) in his biochemical studies finds some 
indication for the existence of a separate rhombencephalic inductor, 
most investigators, e.g. TorIvoNnEN and Saxtn (1955 b), YAMADA 
(1950) and YamapDA and TaKaTa (1955), Nrzuwxoop ef al. (1952) and 
NiEuwkoop (1955) now agree upon the existence of only two in- 
ductive principles in the primary development of the central nervous 
system. They are respectively named the “neuralizing””, “dorsaliz- 
ing”” or “activating® principle, and the “mesodermalizing””, “‘cau- 
dalizing”” or “transforming’® principle. In this paper attention 
will be focused upon the interrelationship between both principles. 

Eyav-GILaD1’s (1954) systematical analysis of the differentiation 
tendencies of the presumptive, successive cranio-caudal regions of 
the neurectoderm during gastrulation put emphasis upon the dynamic 
character of the neural induction process. The opposite movements 
on the one hand, of the epibolically extending ectoderm—towards the 
vegetative pole—and, on the other hand, of the underlying archenteron 
roof—towards the animal pole—lead to an inductive interaction be- 
tween the two layers; an interaction which spreads in a caudo-cranial 
direction. This interaction begins with a contact between the most 
caudal neurectoderm (i.e. the presumptive caudal spinal cord and 
tail somite regions) and the anterior tip of the archenteron (i.e. the 
presumptive prechordal pharynx entoderm and prechordal plate 


* Dedicated to Professor O. MANGOLD on his 70th birthday. 
1) Introduced by TOIVONEN and SAX&N (1955 b). 

2) Introduced by YAMADA (1950). 

5) Introduced by NIEUWKOOP (1952). 
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mesoderm). With progress of the gastrulation process successively 
more “anterior” regions of the neurectoderm make contact with the 
anterior portion of the archenteron roof, while simultaneously the 
more posterior regions of the—now activated—neurectoderm come 
under the influence of more caudal regions of the archenteron roof. 
In the normal induction process, in which first the “activating”, and 
some hours later the “transforming” principle begin to act upon the 
overlying ectoderm, the transforming principle is actually super- 
imposed upon the activating one.* 

The quantitative study of the neural competence of the ectoderm 
in the Axolotl (NrzEuwkoop 1958) suggests that there are two suc- 
cessive periods of competence, one for the process of activation, 
which ends rather abruptly at stage 113, and one for the process 
of transformation, which may extend to later stages of development. 
In the normal induction process these two successive periods of 
competence—which may partially overlap—correspond exactly in 
time with the actions of the two inductive principles. The experi- 
ments of SALa (1955) and JoHNEN (1956a, b, 1961), in which both 
principles were allowed to act simultaneously, led to the same result. 
Masui (1960b) and Torvonen (1961) could even demonstrate that a 
reversed sequence—Li-treatment of the ectoderm followed by action 
of the prechordal plate or denatured archenteron roof in Masu1’s 
experiments; induction by alcohol-treated bone marrow followed by 
action of heat- and alcohol-treated HeLa cells in Tolvonen’s experi- 
ments—does not influence the final outcome. It cannot, however, 
be concluded from these experiments that both actions actually took 
place simultaneously or even in a reversed order; the transforming 
principle could have been “stored” until the process of activation 
had occurred and the second period of competence had begun. 


‘) This does not imply that the transforming principle cannot act directly 
upon the competent ectoderm (see the first author's statement in the Sympo- 
sium on “Patterns of Cellular and Subcellular Organization”, held in Edinburgh 
in 1957: WADDINGTON, 1959, p. 217). This direct action, however, only leads 
to the evocation of purely mesodermal structures (cf. TOIVONEN 1958). For 
the formation of caudal meurai structures a primary activating action is 
indispensable. This is once more demonstrated clearly by the recent experi- 
ments of MASUI (1956-1960), who obtained only mesodermal structures after 
Li-treatment of competent ectoderm, but rhombencephalic and spinal cord 
structures when the competent ectoderm had also been activated. | 
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The relationship between the two principles, however, has other 
aspects apart from the sequential one. 

According to ENGLANDER, JOHNEN and Vaus (1953) and ENGLANDER 
and JoHNEN (1957) prolonged alcohol treatment of rhombencephalic 
and spino-caudal heterogeneous inductors leads to a gradual decrease 
of the induced spino-caudal and rhombencephalic structures, and a 
simultaneous increase of the induced prosencephalic structures, 
from which observation the authors conclude that the rhombence- 
phalic inductor suppresses the effect of the prosencephalic one. A 
similar interaction may be inferred from Oxapa and Hama’s (1945), 
HaMa’s (1949) and TaxayaA’s (1953a, b) experiments on the inductive 
capacity of the presumptive prechordal plate mesoderm before, 
during and after invagination, a study which was repeated by 
in 1957. could confirm that during invagination 
the rhombencephalic and spino-caudal inductive activity rapidly 
decreases, and that it has almost completely disappeared after the 
presumptive prechordal mesoderm has passed around the dorsal 
blastoporal lip, while simultaneously the prosencephalic inductive 
activity appears. Horssets explains this ripening process of the 
prechordal mesoderm by the rapid disappearatice of the superimposed 
transforming principle, so that an almost pure activating action 
remains. The recent studies of Masur (1956-1960) demonstrate that 
Li ion cannot only prevent the normal ripening process of the pre- 
chordal plate mesoderm, but that they can even reverse it. 

The chemical nature of the two principles has been the subject 
of many recent investigations (e.g. ToIvonen 1950, Bracnet, Kuusi 
and Gorurt 1952, Niu 1956, Kuusi 1957 a, b, YamMapa 1958 a, BD, 
HayasuHi and TAKATA 1958 and TIEDEMANN and TIEDEMANN 1959). 
The recent studies of YaAmMapA and his coworkers suggest that the 
dorsalizing and the caudalizing inductor is pentose-nucleoprotein and 
protein in nature respectively, an opinion in agreement with that of 
some of the other authors. A progressive denaturation of the cau- 
dalizing principle (YAMADA 1958 a, b, 1959), isolated from bone mar- 
row and purified to a high degree, leads to a gradual decrease of 
the caudalizing action, but simultaneously evokes the appearance and 
gradual increase of the dorsalizing action, until the inductive capacity 
disappears after prolonged denaturation (see also Torvonen 1954). 
These studies suggest a possible transformation of one principle 
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into the other. Yamapa (1958a) suggests that the differences in the 
_ chemical nature of the two principles may be due to the presence 
of different active groups, or to a different spatial configuration of 
one and the same molecule. 

An actual antagonism between the two principles seems to have 
been demonstrated by GALLERA (1958) who transplanted presumptive 
rhombencephalic material upon the exposed prechordal mesoderm of 
early neurulae of Tyviturus alpestris. In this way neurectoderm 
which had previously already been in contact, first with prechordal 
mesoderm, and subsequently with notochord and somites, was sub- 
mitted for a second time to the action of the prechordal mesoderm. 
In a number of cases, in which the neurectoderm was taken from 
stages prior to the appearance of the neural plate (ze. prior to 
+ stage 14 of Harrison), prosencephalic neural structures developed 


from the presumptive rhombencephalic material, which, when trans- 
planted into a neutral environment, already possesses the capacity 


0 0 
st.13 st.14 st.15 


Fig. 1. The position at successive stages of the pre- 
sumptive rhombencephalic segment used for transplanta- 
tion. Shape of blastopore indicated below the figures. 
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for “herkunftsgemdsse Differenzierung”’. 

In our opinion this interesting observation, which unfortunately 
was based only upon limited experimental material, which, moreover, 
showed a high degree of variability, needed further confirmation. 

The extensive and accurate information collected in our labratory 
on Amblystoma mexicanum induced us to repeat GALLERA’s experi- 
ments, with a slightly modified technique, on Axolotl embryos 
ranging in age from stage 11 till stage 15 (Harrison). 


MATERIAL AND TECHNIQUE 


Egg material of Amblystoma mexicanum was used in all experiments. This 
species offers the advantage that the progress of the induction process is 
well known from detailed studies of EYAL-GILADI (1954), SALA (1955), JOHNEN 
(1956 a, b) and HOESSELS (1957), while the neural competence of its ectoderm 
has been studied carefully by NIEUWKOOP (1958). Moreover, the vital staining 
experiments of HASSA (see NIEUWKOOP ef al. 1955a,b) provide information 
about the displacements of the ectoderm inside the presumptive neural plate 


Fig. 2. Scheme of operation. ai—y1: donor/host embryo’in anterior view; 
second host embryo in lateral view; c: second donor embryo in ventral view. 
Further explanation in the text. 
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area during the later phases of gastrulation and the early phases of neurula- 
tion. Finally, JACOBSON’s study (1959) offers very accurate data about the 
localization of the various presumptive brain segments in the open neural 
plate. In the present study egg material of four females only was used, which 
guarantees a high degree of homogeneity of the experimental material. The 
above information is not available to the same extent for Triturus, while a 
study on Triturus usually requires eggs of many different females; which 
renders the material much more heterogeneous. 

On the basis of the information available an accurate operation scheme 
could be devised (see Fig. 1) involving a corresponding segment of the 
presumptive rhombencephalic region of the neural plate at stages varying 
from 11 to 15 (HARRISON). For the earlier stages of development account 
has been taken of the relatively “more posterior” position—closer to the 
blastopore®)—and the narrower V-shape of the area concerned. 

GALLERA used large transplants, which represented almost the entire 
presumptive rhombencephalon and the anterior part of the spinal cord, and 
which covered almost the whole exposed portion of the anterior archenteron 
roof of the host embryo, with the exception of the most caudal region. The 
latter was filled up with a strip of ventral ectoderm from another neurula, 
in order to separate the graft from the remaining host nervous system. The 
present authors, on the contrary, decided to use a well circumscribed segment 
of the presumptive rhombencephalon, using the right half as the experi- 
mental graft, and the left half as the control graft (see Fig. 2). The latter 
was implanted into the ventral side of another host embryo. Subsequently 
the entire pros- and mesencephalic portion of the neural plate was removed. 
To close the rather extensive wound, which was only partially covered by 
the much smaller experimental graft, the entire wound surface, including the 
graft, was covered with a piece of ventrocranial ectoderm from another 
neurula. In this way rapid closure of the wound was achieved, fusion of the 
graft and the remaining donor/host nervous system being at the same time 
effectively prevented (see Fig. 2). 

The egg material was obtained from four females. In each batch the 
operations included the entire range of stages (Harrison stages 11-15), in 
order to render the material of the successive stages as closely comparable 
as possible. The embryos were reared in Holtfreter solution (with NaHCOs) 
at room temperature for a period of 14 days, which guarantees full differentia- 
tion of the neural structures. The material was subsequently fixed in 
Lenhossek, block stained in borax carmine, sectioned at 10 uw, and counter- 
stained with aniline blue—Orange G. 


wh EXPERIMENTAL RESULTS 


The planning of these experiments provides a double control 
system. The cranial border-line of the remaining nervous system 


5) Because of the later stretching of the caudal region of the neural plate. 
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of the donor/host embryo gives accurate information about the 
caudal border-line of the graft, while the differentiation of the control 
half, transplanted into the ventral side of the second host embryo, 
shows the intrinsic differentiation tendencies of that particular 
segment. of the presumptive rhombencephalon at the stages tested. 

Small deviations from the intended bilaterally symmetrical con- 
figuration of the excised rhombencephalic segment can be detected 
by an asymmetry of the cranial border-line of the remaining 
donor/host nervous system. These deviations can be taken into 
account in the interpretation of the experimental data. 

Certain deviations from the theoretically correct presumptive 
rhombencephalic region chosen can be estimated by the form and 
position of the anterior border-line of the donor/host nervous system. 
In cases where the excised V-shaped area was apparently charac- 
terized by an angle wider than that of the theoretical presumptive 
rhombencephalic region, the donor/host nervous system formed a 
mid-ventral protrusion and dorso-lateral deficiencies, whereas in 
cases where the angle was narrower, a mid-ventral deficiency was 
found, combined with protruding dorso-lateral structures. At the 
younger stages, where very few landmarks are present for an ac- 
curate determination of the area to be excised, deviations were ob- 
served more frequently (see diagram1). The accurate correspondence 
found between the anterior border-line of the donor/host nervous 
system and the posterior border of the control grafts forms a reliable 
basis for a comparison of the differentiation of the experimental and 
the control halves. It also demonstrates that, except perhaps for 
the earliest stage tested®, the differentiation tendencies for rhomb- 
encephalon are already firmly and precisely determined, so that 
they can manifest themselves in a “neutral” environment”. 

As was already concluded from Eyat-GiLapi’s experiments, and 
confirmed by several other authors, a brief contact of the neurecto- 


*) A number of control grafts from stage 11 were not recovered, so that 
it must be assumed that they were assimilated by the surrounding host 
tissues. 

’) The rather caudal position of the control grafts would leave room for 
the possibility of a caudalizing influence exerted by the surrounding host 
tissues. However, this evidently did not occur. The more caudal implanta- 
tion site was chosen because more cranial implantation met with several 
technical difficulties. 
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derm with the archenteron roof is sufficient for autonomous differ- 
entiation, first of prosencephalic, and shortly afterwards of rhom- 
bencephalic character, provided the ectoderm is withdrawn from 
further inductive influences. 

The experimental series, in which the rhombencephalic neurecto- 
derm is brought under the influence of the prechordal mesoderm 
for a second time, shows results different from those of the control 
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series. A purely qualitative examination of the experimental 
material, as summarized in Table 1 and diagram 1, already shows 
clearly that, depending upon the stage of operation, different struc- 
tures develop from the grafted presumptive rhombencephalon. The 
table and diagram show that mainly tel-, di- and mesencephalic 
structures develop from material grafted at stages 11 and 12, that 
mes- and anterior rhombencephalic structures are formed by material 
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from stage 13, while in grafts taken from stage 13} and older only 
rhombencephalic structures differentiate. A semi-quantitative analy- 
sis of the experimental material shows that the differences between 
the successive stages are even more pronounced than the qualitative 
data already suggested. Grafts from stage 11 show large tel- and 
diencephalic, and, if present, only small mesencephalic structures. 
Grafts from stage 12 show large di- and mesencephalic structures, 
but the telencephalic structures present are only small. Grafts from 
stage 13 usually contain small mesencephalic, and large rhom- 
bencephalic structures, while material taken from stages older than 
13 forms exclusively large rhombencephalic structures. 

Comparing these differentiations with those of the correspond- 
ing control grafts, a very pronounced discrepancy is observed, 
particularly in the material from stages 11 and 12, in which in 
several instances the regional differentiations of corresponding 
control and experimental grafts do not even overlap. Material taken 
from stage 13 still shows some discrepancy between experimental 
and control grafts, since mesencephalic structures, which are nearly 
absent in the control grafts, are rather frequent in the experimental 
ones. On the other hand, material taken from stage 133 and older 
does not show any discrepancy between corresponding experimental 
and control grafts. 


CONCLUSIONS AND GENERAL DISCUSSION 


The most striking feature of the cnnniiitesel grafts is the shift 
in regional differentiation, which is both qualitatively and quantita- 
tively dependent upon the stage of operation. These more extensive 
experiments, therefore, confirm GALLERA’s main results. 

The shift in regional differentiation is not uniform in the entire 
graft, but shows a graded character; apparently certain portions are 
more strongly affected than others and this leads to the formation 
of various regional structures, viz. tel-, di- and mesencephalon, from 
one and the same presumptive rhombencephalic region. This finding 
points towards a field-like action, which may be attributed to the 
underlying prechordal mesoderm, since the regional field present in 
the rhombencephalic material before grafting seems much too limited 
to account for the pattern observed. 


4 


Table 1. Qualitative survey of the histological differentiation of the experimer 


and the “donor” nervous system. Cases grouped according to stage at 


Control garft 


SO[DISOA 
S[[90 Jouyjnepy 


UOIZ9I 101101S0g 


+? 


+/++/]+ 


uojeydeouso 


The order of the cases within each stage group is arbit 


Experimental graft 


jeurds 


UOIZII 
SO[DISOA Ieq 

S[[90 


+++ + 


4+ 


Diencephalon | Mesenc. | Rhombencephalon S.c. |'Tel.| Dienc. Mesenc. Rhombenceph 


‘BIO 


++++++ 


+- 


suo] 

euljoy /mnjodey 
Apoq 
(“118 
‘uoqey 


+ 
++++++ 
++++++4 


++ 


+? 


Telenc. 


stsAydeleg 

‘SUOS) 


+ + 
++ ++ 
+e ++ 


Jequinu 


87 
73 
76 
59 
61 


9381S 


~. & 


133 


” 


+ ? = identification doubtful r= rudimentary structure 


+= clearly identifiable 


The data of cases 54 and 82 should be regarded with caution, since the experimental grafts had establishe 


| 
| 
| | | | 
| | | 
11 |+++ | ++ | + r 
| | | | | 
e | |+ + | 
| +++ | +4) 
| | | | | 
13 | o + +++/+4+ +: 
n | | +4 +++i+ + | | + 
| 40 | + + | +? 
12 41 | + | +4 
79 | | +/+ +4? 
Sl | +jfr 
123 | + + | + + 
13 58 | + + + | + 
" 88 + r | | + | + 
62 + ++++| | ++ 
| +o + 
90 4+ | | 
74 r fe | + + | + + 
| 
| +++r+ + + 
+ +4? + | + + 
| 71 | | | + + 
++++ | + +? 
| +| | | 
15 55 | ++ + + | ir 
" 68 | T+ + + + | | + + fF 
" 69 | +++ | +? fr 
70 + + + + +r 
" 42 | + + + | | | 


AN DER GRINTEN, S.J. 


from stage 133 and older only 
ite. A semi-quantitative analy- 
rs that the differences between 
pronounced than the qualitative 
)} stage 11 show large tel- and 
nall mesencephalic structures. 
and mesencephalic structures, 
nt are only small. Grafts from 
encephalic, and large rhom- 
l taken from stages older than 
phalic structures. 

ith those of the correspond- 
sed discrepancy is observed, 
ages 11 and 12, in which in 
srentiations of corresponding 
rt even overlap: Material taken 
repancy between experimental 
lic structures, which are nearly 
er frequent in the experimental 
iken from stage 133 and older 
corresponding experimental 


DISCUSSION 


experimental grafts is the shift 
oth qualitatively and quantita- 
eration. These more extensive 
Main results. 

on is not uniform in the entire 
apparently certain portions are 
id this leads to the formation 
|-, di- and mesencephalon, from 
sncephalic region. This finding 
ich may be attributed to the 
-e the regional field present in 
yrafting seems much too limited 


Table 1. Qualitative survey of 
and the “donor” nervou 
The 


Experimental graft 


Telenc. 


Diencephalon | Mesenc. 


Rhombe! 


Stage 


Case number 


ysis 
Plexus formation 


Corpora haben. 


Tapetum/Retina 


Lens 


Posterior region 


Anterior region 


Mauthner cells 


| Ganglia 


+++ | Olfactory placode 


++ 


+ | Subceomm. org. 


+ | Anterior region 


++++ | Paraph 


~~ 


++|}|+ ++ + | Pineal body 


+4 


+44 


++++ | Telenc. (sens. str.) 


++ 
++ ++ 


++ 


++++++ + ++ Dienc. (sens. str.) 


++++4++ 


+ 


++ +4 


++ 
44+ 


+?+ 


+4 


+? 


+? 


+ ++ | | +4444 


++ 
++++4 


++ 


+= clearly identifiable 


+ ?= identification doubtful 


The data of cases 54 and 82 should be regarded with cautior 


| | 
| 
| | 
11 67 
" 83 | | 
" 43 | | 
" | 89 | | 7 + 
114 | 80 | 7 4 
" | 40 | | 
r 
12 41 | + 
" | | 4 
" | | 
| 51 | + 
| 85 | 
" 84 | | 
| 52 
| ~ | 4 
" 66 | H 
" | | 
+ | | 4 
62 | | | 
" | 57 | ry | 

| 76 | 

" | +! 
14 | | 4 
" 78 | 
60 | | 
144 64 | 
" | | 
55 
" | | | 
69 | 
" 70 | 
" 42 | 


LO 


[euids 


+++++4 


Donor 


X 

XI Worse 
IIIA 
SO[DISOA Ieq 
IIA Wolsey 

A 


JOllojuUy 


be 


+++++4 


uo} JOLloyuy 


Jollojuy 


r++/ +? 


+ 


+++/+ 


+ 
+ 


Control garft 


Jollojuy 


+? 


+/+ 


S.c. ||'Tel.| Dienc. Mesenc. Rhombencephalon /S.c. |/Tel.| Dienc. Mesenc. Rhombencephalon 


| 
| 


jeurds 


of the histological differentiation of the experimental grafts, the control grafts 
srvous system. Cases grouped according to stage at moment of operation 


.e order of the cases within each stage group is arbitrary. 


ymbencephalon 


ey 


SO[DISOA Ieq 

Jouyqyneyy | 


r= rudimentary structure 


aution, since the experimental grafts had established contact with the “donor” nervous system. 


ul 


| 
| | 
| | | | 
| | 
| | | | | 
| | 83 
| | & 
| | | +| 
+) 8 
+|++ +r+++/+} 80 
+ | + r + | +++i+), 44 | 
+ + | +? | 40 
| + +? Bee | 
| r | | | 
| | | | | | | 
: | | | | | | 
+ + | + + | | +++++/+| £2 
+ + + | | 
+ +4] | | +/+?) | | 82 
| | | + +) | | | 66 
+++ | | | | | 54 
+14 | +++++4+/+/ 528 
+ | + ++ 88 
mere f+ +/+] 62 
| | + Bs + 
f+. ++] + 74 
++r+ |: | + 87 
+ +? + + + | ++/+| 73 
+ + + + + 76 
Pie | | ++/+/ 59 
+++ ++ +1 +|+| 61 
|] | | 4 ++/+ | 71 
+?) + + + +++++/+! 72 
ah + +?+ | 7 
+++ + + + + + 6 
+ ++ | +++ | | 
r++ | | + +) | | & 
+++ + + ++) | | 
+++ +? r++] | 
| | 70 
= 


60 


from s 
rhombe 
sis of 
the sur 
data al 
dience} 
Grafts 
but the 
stage 
bencep 
13 fort 
Co 
ing cc 
particu 
severa 
contro 
from s 
and co 
absent 
ones. 
does n 
and cc 


Tr 
in reg 
tively 
experi 

TI 
graft, 
more } 
of var 
one at 
points 
under] 
the rh 
to acc 


| 
< 


> 
= 
9, 
5 
| 


RELATIONSHIPS IN NEURAL INDUCTION PROCESS 61 


In 1958 one of us (P.D.N.) demonstrated that the ectoderm of 
the Axolotl loses its competence for activation between stage 11 and 
stage 114. It must be assumed, therefore, that the grafted neurecto- 
derm of the earliest stage used in the present experiments (stage 
11) still possesses competence for activation. In those cases in which 
the control grafts were not recovered®’, we cannot exclude the 


- possibility that the appearance of prosencephalic structures in the 


experimental grafts is due to primary activation. This is rendered 
very unlikely, however, by the occurrence of control grafts taken 
from stage 11, which contain typically differentiated rhombencephalic | 
structures. The discrepancy between the regional differentiation of 
recovered control grafts and of the corresponding experimental 
grafts taken from stage 11 calls for the same explanation as the 
discrepancy observed between experimental and control grafts taken 
from stages 11} and older. In the latter stages the ectoderm has 
already lost its competence for activation. The activating influence 
exerted by the prechordal ento- and mesoderm, therefore, must have 
influenced the rhombencephalic differentiation tendencies of the 
grafted material, thereby apparently counteracting the effect of the 
transforming influence already exerted on this material by the 
chordo-mesoderm before transplantation. This phenomenon is ap- 
parently restricted—as Ga.tiera concluded already—to the initial 
phase of the transformation process, the later phases being refractory 
to the counteracting influence. 

In contrast to GALLERA, who used hosts of stage 13 only, we 
used the same embryo as donor and host, so that in our experi- 
ments the “hosts” also varied from stage 11 to stage 15. Since the 
activating influence of the prechordal ento- and mesoderm does not 
markedly diminish before the appearance of the neural plate 
(GALLERA 1949, Mancotp and v. 1950 and 


1957) we may conclude from these experiments that in the Axolotl 


the rhombencephalon is irreversibly determined from stage 13} 
onwards, that is, before the neural plate becomes visible externally. 

The experiments of Jounen (1956a, b, 1961) concerning the 
time factor in the induction process have demonstrated that a certain 


*) This might be the result of an induction so weak that neural differ- 
entiation did not occur. 
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period of action is required before a certain effect becomes manifest 
'in the reaction system. This holds for the process of activation as 
well as for that of transformation. Both actions are also dependent 
upon the intensity of the inducing action (see JoHNEN 1956 a, b, 1961 
and Nieuwxoop 1961). The fact that the inductive action needs a 
certain time to become manifest implies that the process may in- 
itially have a labile character. These experiments demonstrate 
that the process of transformation is actually partially reversible 
under the influence of a renewed confrontation with a strong ac- 
tivating influence. We must conclude, therefore, that the activating 
and transforming actions do not represent two fully independent, 
successive steps in the induction process; they may apparently 
counterbalance each other to a certain degree®. In normal develop- 
ment the transforming action accomplishes a change in the direction 
of differentiation of the activated ectoderm, which means that, 
besides the appearance of new differentiation tendencies, an inhibi- 
tion of the pre-existing differentiation tendencies occurs. A simple 
interruption of both inducing influences, however, does not influence 
the differentiation tendencies already established. Only a renewed 
confrontation with strong activating influences apparently leads to 
an inhibition of the most recently acquired, rhombencephalic differ- 
entiation tendencies, and to a subsequent reappearance of those 
originally evoked. This may indicate that the chemical processes 
which characterize activation and transformation are rather closely 
related, a conclusion which is in agreement with YamapA’s (1959) 
opinion. Therefore, although our knowledge of the processes involv- 
ed is still extremely limited, these observations may be of help in 
further analysis. | 

_Qur experiments indirectly throw some light upon the problem 
of the competence of the reaction system. The fact that transforma- 
_ tion into rhombencephalon is not irreversibly determined before 
stage 13-133, suggests that the period of competence for trans- 
formation extends at least up to this stage. This is 12-15 hours. 


*) The experimental conditions in GALLERA’s and in our experiments must 
be considered as being unnatural, since such conditions never occur in normal. 
development. There a certain area of the neurectoderm, after being activated, 
is subjected concomitantly to a gradually increasing transforming action, and 
to a decreasing activating action. 
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after the disappearance of the competence for activation, which 
occurs at about stage 114 in the Axolotl. This finding does not, 
however, exclude the possibility of an extension of the period of 
competence for transformation beyond stage 134. Further experi- 
ments are required to elucidate this problem. 


SUMMARY 


The authors have repeated GALLERA’s (1958) experiments with a 
slightly modified technique, bringing the rhombencephalic portion 
of the neural plate into renewed contact with the prechordal in- 
ductor. To this end, right’ halves of the presumptive rhombence- 
phalon of Axolotl embryos, ranging in age from stage 11 to stage 15 
(HARRISON), were grafted upon the exposed prechordal ento- and 
‘mesoderm of the same embryo, after which the entire wound surface 
was covered with ventro-cranial ectoderm of another neurula (ex- 
perimental graft), while the corresponding left halves were implanted 
into the ventral side of another host neurula (control graft). 

These more extensive experiments, analysed in greater detail, 
confirm GALLERA’s Observations, and demonstrate that in the Axolotl 
the activating principle may partially counterbalance a preceding 
transforming effect of the chorda-mesoderm up to stage 13-134. 
(HARRISON), after which stage the rhombencephalic differentiation 
tendencies are irreversibly determined. 

The authors discuss the relationships between the activating and 
the transforming principle in the neural induction process. It is 
suggested that the two principles may be rather closely related (cf. 
YAMADA 1959). 
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CHROMATOPHORE STUDIES VII 


THE BEHAVIOUR OF BOMBINA-MELANOPHORES 
DURING THE EPIDERMISATION OF THE CORNEA 


H. BY TINSKI-SALZ 
Department of Zoology, University of Tel Aviv, Tel Aviv, Israel 


INTRODUCTION 


In an earlier paper (1960) the epidermisation of the cornea after 
extirpation of the eye ball was studied in Discoglossus pictus. As 
the ablation of the eye was carried out at a rather late stage (12-15 
mm total length, eyes pigmented, opercular folds closed), no earlier 
stages being avaiable, migration of melanophores into the corneal 
space was rather limited. The adepidermal melanophores did not 
show any ingrowth and that of the epidermal ones was confined to 
the periphery; only after extirpation of the cornea also, immigration 
of the latter type occurred rather freely into the regenerated epitheli- 
um. Therefore when in 1960 the opportunity arose to operate on young 
stages of Bombina, another member of the family of Discoglossidae, 
it was decided to repeat this experiment in embryos, to solve the 
question whether and up to what stages immigration of melanophores 
may occur into the corneal space after the extirpation of the eye. 

As the first pupil of Prof. Orro MAncoLtp, who, among other 
fundamental discoveries in experimental embryology, also was the 
first to describe the origin of the melanophores from the medullary 
plate, I am glad to dedicate this small paper to my venerable teacher 
on the occasion of his 70th birthday. 


MATERIAL AND METHODS 


In 1960 Prof. H. MENDELSSOHN of the Department of Zoclogy of the 
University of Tel Aviv succeeded to get several deposits of eggs from the 
2nd generation of Bombina bombina variegata, the parents of which were 
received several years ago from Vienna. I am very much indebted to Prof. 
MENDELSSOHN, who kindly put this material at my disposal for experimental 


purposes. 
Operations were carried out in 1960 and 1961, but the results of the 1961 
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breeding season were included only in the statistical part. The adult toads 
were kept the whole winter and spring in an ice box at about 12°C. and 
brought only in the middle of May (1960) or end of June (1961) into an 
aquarium furnished with water plants at 24-28°C. The first eggs were 
deposited 5 days afterwards and spawning continued several weeks. As many 
pairs were kept together, it was sometimes difficult to keep the eggs of each 
spawn separate, more usually the eggs are laid in several groups of 2-10. 
The total number of eggs laid on one day per female varied between 15-24 
eggs. The total number of eggs laid per female has not yet been established; 
BOULENGER (1897) estimated 80-100 for Bombina and ROSEL VON ROSENHOF 
(1814) very instructively described the pairing and spawning, stating that 
during 3 hours 12 batches of eggs were laid and each batch individually 
fertilized, contained from 20-30 eggs. 

Eggs of different females could usually be distinguished by their size 
which differed in different batches from 1.5-2.1 mm, the eggs from one deposit 
showing almost no variability. Also the colour varied from “cream Buff” to 
“brownish Olive” (RIDGEWAYs, Colour Standards 1912) in different batches, 
while all eggs of the same batch were of the same color. 

As the size in young stages depends on the size of the egg, measurements 
in millimeters do not indicate always the same stage of development and 
therefore, up to the closure of the opercular folds also other characters were 
given to describe the single stages of development. 

There seems also to be a certain correlation between the shade of the 
egg (amount of pigment in the cells) and the number of melanophores 
(subcutaneous and adepidermal) appearing during the first days. This is an 
important point, as the immigration especially of the adepidermal pigment 
cells into the corneal space is restricted to a very short period and therefore 
is dependant on the availability of melanophores in the vicinity of the eye. 
As the centres of appearance in the skin are some distance from the eye 
region itself, the more melanophores are present, the more complete will be 
the immigration into the eye region and the covering of the corneal space. 
Therefore in very light larvae an adepidermal network may be almost 
completely absent between the eyes; such a case appears f.e. in Baux 56-70 
were of 13 larvae only 7% showed an appreciable ingrowth of adepidermal 
melanophores, while heavily pigmented even slightly older larvae (Baux 
81-85) showed 100% ingrowth (Table 1). 

Enucleation of the right eye ball was carried out in the usual way from 
behind through a cut in the skin well outside of the corneal space either 
with 2 pointed forceps, or in earlier stages with glass-needle and hairloop; 
when necessary the overlaying epithelium was scratched clean of eye-tissue. 
Small parts of the retina remained sometimes but only in ablation before the 
appearance of the retinal pigment; these cases were discarded and are the 
chief explanation for the differences in the number of operated and usable 
cases in Table 1. The earliest stages operated on, correspond to my stage 
VI and VII (BYTINSKI-SALZ 1938): gill area tripartitate, gill stumps 1:1, no 
retinal pigment present. This pigment appears first on the dorsal side of 
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the eye as a greyish background (Stage VIII). At stage IX the fully developed 
gills are about 1/2 covered by the opercular fold and the whole retina is 
completely black. Operations were carried out till after the closure of the 
20-22 mm total length 

ated larvae were killed in BOUIN’s solution at different stages of development 
up to complete metamorphosis. To make the form of the adepidermal melano- 
phores more distinct, part of the larvae were treated before fixation with 
chloretone 1:2,000 which causes the epidermal and subcutaneous melanophores to 
contract (See BYTINSKI-SALZ and ELIAS 1938, BYTINSKI-SALZ 1938). 

The photographs are taken from unstained wholemounts of the flattened 
skin. These included not only the region above the eyes, but also the 
area between the eyes with the epiphyseal spot and, if possible also the nares. 
The area of the corneal space above the extirpated eye was estimated accord- 
ing to the size of the normal cornea above the left eye. As points of 
symmetry were taken: the longitudinal axis passing halfway between the 
nares in the direction to the epiphyseal spot, and the axis perpendicular to 
the first one, passing through the centre of the left cornea (Fig. 1). This 
comparison is reasonably exact during the first half of the larval life, but 
later and chiefly during metamorphosis the eye ball is increasing in size and 
more and more protruding, in this way necessitating a convexity and increase 
in the surface of the cornea. After metamorphosis the former corneal space, 
now often delineated by rudimentary eyelids may be reduced to 1/10 of the 


almost hemispherical normal cornea. 


operculumfold the larvae measuring 


17x. Skin of the 
dorsal side including eye region; corne. and corneal space 
indicated by circle. 


RESULTS 


I. The behaviour of the adepidermal melanophores after enucleation 
A. Time of immigration into the corneal space. 
So far 145 eye extirpations were carried out at different stages 
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of development; the results are summarized in Table 1. Migration 
of adepidermal melanophores occurs up to stage VIII and sometimes 
IX, the stage when pigment is appearing in the retina. At that time 
subcutaneous melanophores are just appearing and present in a single 


Table 1. Migration of adepidermal melanophores into the corneal space 
after extirpation of the eye at different stages of development. 
melan. stage b—h refer to the developmental stages of 
adepidermal melanophores as pictured in 
BYTINSKI-SALZ 1938, Fig. 2. 


n 
23 loo Cases with at 
Stage Total length Description 7 least 3 melano- 
oper. |Rumplength of stage phores reaching 
in mm. 5 centre of cornea 
7 No retina (%) 
135-145! 10; 6 VI/VII = pigment, 14 00 
7 Gills 131 
121-135; 15|10/; VIII — light grey 14 70 
pigment 
86-100/ 15 | 10| VIII Same 10 56 
7.2 Pigment only, 
36-45 | 7) VIII dorsally, very, 18 71 
faint 
dorsally 
46-55 |10/10| dark retina | 19 30 
pigment 
ae Retina com- Small and 
56-70 |15|10| IX re 7 (very light) 
ges 
Late 10.5 Same; gills 1/2 large and 
81-85 9 | 100 (very dark 
IX 6 overgrown ( exes 
Gills al 
1-12 | 12| After overgrown, 14 67 
IX 4.5 ad. melan. 
stage b 
10 Gills over- 
grown; ad. 
13-18 6| Same 55 etage 14 0 
b—c 
_14 Same; melan. 
19-21 3 3 | Same 6.5 stage e—f 14 0 
20-22 Same; melan. 
22-35 Same | 0 
24-25 Same; melan. 
6| Same 11-12 net complete 14 0 
( side 
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broad band along the pronephros and lower edge of the myotomes. 
Adepidermal melanophores cannot be distinguished clearly in the 
head region but begin to appear at about that time in the tail fin 
(ByTinski-SALz 1938 Fig. 2 a). In the head region adepidermal 
melanophores appear slightly later and are concentrated chiefly in 
the nose region, ventral to the eye, and in the dorsal midline behind 
the eye and the ear region. Asa few days are needed for these 
melanophores to multiply and migrate into the corneal space (chiefly 
from ventral!) the corium in the corneal space may up to this time 
allow the melanophores to enter. But if extirpation is carried out 
later (after Stage IX) when the eye is already fully pigmented, 
immigration is almost completely prevented. The length of the 
period after the extirpation is of no importance for the presence or 
absence of melanophores. After 8-10 days it can already be observed 
whether adepidermal melanophores reached the centre of the corneal 
| space. During further larval growth those cells present may grow 
and divide, in this way forming a denser network, but no new 
adepidermal melanophores enter the corneal space from outside. 


B. Form of the migrating melanophores. 

The adepidermal melanophores appear rather late in the eye 
region, and when they reach the periphery of the corneal space their 
shape is still juvenile. Though in the nasal area and below the eye 
they may already form the beginning of a network consisting of poly- 
gonal meshes, the threads are still single (BytTinsx1-SaLz 1938 
Fig. 2g) and the individual cells, showing their characteristic thread- 
like, T- or cross-shaped form, can still be identified. This network 
now sends melanophores into the corneal space which may show 
different shapes. 

1) The type of threadlike melanophores almost without lateral 
branching, being the direct continuation of the free ends of the 
network (Fig. 1, 2, 6). 

2) The type of isolated melanophores with few lateral branches 
often T- or cross-shaped (Fig. 3, 4a, 5b, 6a); these melanophores 
may attach themselves to each other and so form a continous net- 
work as during normal development. They are one type of migra- 
tion melanophores and are also found under the epidermis in the 
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Fig. 2. Baux 48, 62 days a. op., in metamorphosis. 78x. 
a: Normal cornea surrounded by subcutaneous and subepidermal melanophores. 
b: Migration of epidermal, adepidermal and subepidermal melanophores into 
the corneal area. 


Fig. 3. Baux 1, 14 days a. op., 105x. Young adepi- 
dermal melanophores migrated into the corneal 
space. 


a 
- 
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regenerating tail (ByTinsk1-Satz 1938 Fig. 24). 

3) A type with flattened and broadened body and many lateral 
branches (Fig. 26,5). This type is also a migrating type and also 
occurs in the regenerating tail as described by me (1938 Fig. 22, 23); 
these cells may also be incorporated into the network without los- 
ing many of their lateral branches (1938 Fig. 23 a, b,c). There occur 
also transitory forms between the first and second, and second and 
third type. 


a b 


Fig. 4. a: Baux 83, 9 days a. op., 87x. Branched adepidermal melanophores 

in the corneal space (epid. melanophores contracted through chloretone treat- 

ment). 06: Baux 34, 30days a. op., 87x. Older adepidermal, subepidermal 
and epidermal melanophores in the corneal space. 


2 


Fig. 5. Baux 60, 24 days a. op. 80x. a: Several highly branched 
migrating forms of adepidermal melanophores. 6: Cross-shaped 
adepidermal and young subepidermal melanophore. 
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C. Structure of the melanophore network. 

In the above-mentioned paper I have shown that the pattern of 
the adepidermal melanophore strands, which are arranged in the 
tail in two directions, rectangular to each other, is dependent on the 
structure of the border lamella which shows the same criss-cross 
arrangement. WeiB and Ferris (1956) have shown by electron- 
microscopy that the submicroscopic structure of the basement 
membrane consists of a large number (in Rana up to 32) of ortho- 
gonally orientated lamellae of collagenous fibers. Rosin (1946) has 
extended my observations to the surface of the whole body and 
shown, that the network consisting of polygonal meshes, which 
is found on the back and the sides of the rump (Fig. 1), is also 
conditioned by the respective structure in the border lamella. There- 
fore, the network of adepidermal melanophores may be considered as 
an indicator for the orientation of the underlaying fibers of the con- 
nective tissue lamella. 

In the adepidermal network covering the corneal space, two 
different types of network may be observed: a network of rectangular 
to polygonal meshes which form a continuation of the surrounding 
network (Fig. 65) and a network consisting chiefly of melanophores 


Fig. 6. @: Baux 36, 8 days a. op., 91x. Radial migration of adepidermal 
melanophores into the corneal space. 6: Baux 37, 19 days a. op., 60x. Rec- 
tangular network of adepidermal melanophores immigrated chiefly from 
cephaloventral; epidermal melanophores penetrating from dorsal (in both 

cases epidermal melanophores contracted through chloretone treatment). 


= 

b 


CHROMATOPHORE STUDIES VII 15 


converging from the periphery towards the centre of the corneal 
space (Fig. 6a). It may be possible that the first case resulted 
from extirpation performed at the time, when the structure of the 
cornea was not yet determined and therefore it changed into “skin” 
structure, while in the second case the structure of the corneal 
lamellae, which contains radiating and circular fibers, was already 
determined and resulted in a “corneal” arrangement of the ingrowing 
melanophores. 

In many cases a complete covering of the corneal area by an 
adepidermal melanophore net may occur (Fig. 1, 3, 6); but also in 
these cases the centre often remains open or the meshes are larger 
than those on the periphery. In other cases the immigration occurs 
only from one side, more often from the ventral side, where the 
melanophore net is nearer (Fig. 2 5), than from the dorsal side where 
often the net between the eyes lacks completely in early stages (e.g. 
in the series 56-70). | : 


IT. The behaviour of the epidermal melanophores after enucleation. 


The epidermal melanophores appear rather late, after the ad- 
epidermal melanophores have already formed their complete network. 
In tadpoles of 12 mm total length they appear firstly on the dorsal 
side above the eye. The first epidermal melanophores within the 
corneal space were observed at larvae of 13 mm having migrated 
from dorsal. The area of epidermal melanophores is always con- 
tinuous with areas covered by epidermal melanophores outside the 
cornea (Fig. 2, 65) which appears to support the evidence that the 
melanophores migrate as fully pigmented cells into the corneal space 
and there multiply. Besides there are also quite frequently lightly 
coloured epidermal pigment cells within the corneal space, which 
make the impression as if they had originated there from pigment- 
free melanoblasts (Fig. 55 right side, middle). 

Migration of the epidermal melanophores into the corneal space 
is not dependend (or only to a slight degree) on the stage in which 
the eye is extirpated. Even in half grown tadpoles epidermal 
melanophores may still penetrate the corneal space up to its centre. 
Immigration is quicker and more complete in younger stages than 
in older, but the amount of epidermal melanophores in the corneal 
space is chiefly dependent on the time between enucleation and 
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final observation (or metamorphosis); the longer the time, the more 
complete the covering of the corneal space with melanophores. 
As indicated before, immigration occurs chiefly from the dorso- 
anterior side, where a larger concentration of epidermal melanophores 
is present and only little immigration occurs from the ventral side. 

The young melanophores within the corneal space show the 
same form and structure as those in the skin: first elongate to 
triangular cells with only a few branches, which may divide once 
or twice (Fig. 50) (See also in Discoglossus ByTinskI-SALz e ELIAs 
1938 Fig. 31 ByTinsk1-Sauz 1960, Fig. 11-13). During further develop- 
ment the branches elongate, multiply and divide further till they 
form a fit network around the epithelial cells (Fig. 7a, 20 left 
corner); those migrated into the corneal space may also succeed to 
form a similar, though much looser network (Fig. 75). At the 
beginning of metamorphosis the skin between the eyes is covered 
with a very dense multilayered tapestry of epidermal and subepider- 
mal melanophores around the skin glands, where only the openings 
of the ducts remain uncovered (Fig. 8, also 9d). At this stage the 
epidermal melanophores in the corneal space, though much less in 
numbers, are also very finely branched, but as the skin at this stage 


SH 


Fig. 7. Baux 34, 30 days a. op.,170x. a: Epidermal melanophores 

from the dorsal side including the edge of the corneal space. ): 

Epidermal melanophores from the ventro-central part of the corneal 
area. 
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is much thinner and lacks all glands no such dense concentrations 
occur as in the dorsal skin. 

As said before, the intercellular branches of the epidermal 
melanophores correspond to the outlines of the epithelial cells, and 
as the network of branches in the epidermis of the skin and in the 
epidermis of the corneal space is identical, it may be assumed that 
the sizes and forms of both types of cells may be similar; this can 
be demonstrated also by impregnation of the cell boundaries with 
silver nitrate, which, at least in the uppermost layer, do not show 
any difference (the same for Discoglossus see also ByTINsk1-SaLz 
1960 Fig. 8). 

Branches of individual epidermal melanophores may cross each 
other when occurring in different layers of the epidermis or may 
adhere to each other but never fuse to form a syncytium as ELias 
(1936, Fig. 12) has stated already. They also do not enter into any 
connections with the adepidermal and subepidermal melanophores, 
from which they are separated by the border lamella (Fig. 9c, d). 

During metamorphosis the epidermal melanophore degenerate 


and at the end disappear completely. 


Fig. 8. Baux 8, 36 — a. ane in metamor- 


phosis (4 free legs, long tail). 110~x. 
Dorsal side of the skin with adjacent corneal 
space. Note the dense melanophore net 
around the glands and the finely dendritic 
epidermal melanophore in the corneal space. 
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Fig. 9. Baux 35b, 36 days a. op., in metamor- 

phosis (short tail). ca. 560x. a@: Normal cornea. 

b: Cornea transformed into skin. c: Normal skin 

below the cornea (devoid of glands). d: Normal 

skin from the dorsal side between the eyes 
(glands present). 


III. The behaviour of the subepidermal melanophores after enucleation. 
The subepidermal melanophores are the last to appear during 
larval life and their number increases during metamorphosis; they 
are the only cutaneous melanophores persisting into the adult stage and 
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together with the subcutaneous melanophores are the chief coloristic 
components of the black pigment pattern (Fig. 2a, 8, 9d), where 
they surround the dermal glands with a dense network. 

They are located, as their name indicates, directly below the 
cutaneous lamella at the same level, or slightly below that of the 
adepidermal melanophores (Fig. 9c). Both types of cells, during the 
short time they occur together, may closely attach themselves to 
each other (Fig. 25, 45,55); the subepidermal melanophore may 
spread out in an adepidermal mesh, using the threads as a frame 
to support (Fig. 45 on the right). Their form is flattened circular 
to elongate with a very fine, almost dentritic network of branches 
(see also Exras 1937 Fig. 22c, Bytinsx1-Sauz 1960 Fig. 2, 5, 9, 14). 

In this way they are very similar to the peritoneal melanophores 
(ByTInskt- ALZ 1957 Fig. 2-4) which belong to the subcutaneous type 
cells. It should however be pointed out that there is 
difference between subcutaneous and subepidermal melano- 
phores, their form being entirely dependent on the environment: the 
subcutaneous melanophores attaching themselves to connective tissue 
strands, the peritoneal and subepidermal melanophores growing along 
sheets or membranes. The transition from subcutaneous to sub- 
epidermal melanophores can often be observed e.g. in the pigment 
ring around the nasal openings, and under certain physical conditions 
the peritoneal melanophores may assume the form of subcutaneous 
ones (ByTINSKI-SALZ 1957 Fig. 9-13). 

Sometimes it is also rather difficult to distinguish between young 
migrating adepidermal and young subepidermal melanophores (e.g. 
compare Figs. 5a and bd). _ It is true that both types belong to the 
group of cutaneous melanophores, but they are clearly distinguishable 
by certain cytological details and physiological differences (reaction 
to melanokines). 

Also the subepidermal melanophores migrate from the periphery 
into the corneal space (Fig. 25); the migrations occur as fully pig- 
mented cells, as well as lightly pigmented melanoblasts and it is 
not yet clear, whether these melanoblasts migrated from the peri- 
phery, creeping below the cutaneous lamella or ascended directly 
from the subcutaneous melanophores in the orbit below; probably 
both modes may occur. 
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IV. The epidermisation of the corneal epithelium. 

_In the preceeding chapters it has been shown that the differ- 
ence between larval cornea and epidermis lays chiefly in the absence 
or presence of melanophores. After enucleation of the eye all types 
of pigment cells may enter and entirely cover the corneal space; 
epidermal and adepidermal melanophores degenerate during metamor- 
phosis and the appearing subepidermal melanophores take over their 
coloristic function. The larval cornea may therefore change com- 
pletely into larval skin, but, as already stated for Discoglossus 
(ByTINSKI-SALz 1960), epidermisation may occur, even when no im- 
migration of melanophores occurred. From eight young Bombina, 
sectioned during and after metamorphosis, I am presenting here 
only case Baux 35b, fixed during metamorphosis. As ablation of the 
eye was carried out very late (see Table 1), no immigration of 
melanophores occurred; nevertheless the epithelium (Fig. 9 5) is 
much more similar to that of the skin (Fig. 9c) than that of the 
cornea (Fig. 9a) and in later stages also the cutaneous lamella 
changes into cutis instead of substantia propria. 

But during metamorphosis a number of new structures develop, 
which in general are not present in the epidermized cornea as e.g. 
all types of glands and sensory buds. But subepidermal and sub- 
cutan melanophores later cover the background and in a few cases 
also rudimentary eye lids developed. It can therefore be concluded 
that the presence of larval melanophores is not necessary for the 
epidermisation of the cornea. 


SUMMARY 


After extirpation of the eye ball in early larval stages, all types 
of melanophores of the skin migrate into the corneal area. The 
immigration of adepidermal melanophores however is restricted to 
stages up to the formation of retinal pigment; the earlier the ex- 
tirpation, the greater the percentage of established melanophore 
nets (Table 1). 

The immigrating melanophores may show the same filiform 
shape as those in the net in the adjoining skin, but they may also 
develop more lateral branches or even be flattened out. A network 
of smaller meshes than those in the skin area may develop in the 
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corneal area by adhesion of these lateral branches and in this way 
cell shapes and net forms become similar to those received in wound 
repair and in tail regeneration (BytTinsk1-Saiz 1938). 

Two ways of melanophore immigration may be observed, which 
result in nets: a net consisting of rectangular to polygonal meshes, 
and a net with radial spikes pointing to the centre of the cornea; 
later circular strands may connect these filaments. As the direction 
of the melanophore strands is an expression of the orthogonal 
structure of stress in the fibrillar border lamella (Bytinsx1-Sauz 
1938), it is possible that in earlier stages the connective tissue of 
the presumptive cornea is changing directly into border lamella 
of the skin, while in later stages, when the radial structure within 
the lamella of the cornea is already determined or differentiated, 
radial immigration prevails. 

The epidermal melanophores may migrate into the corneal 
epithelium at every larval stage; their number depends on the time 
remaining till metamorphosis. But immigration in younger stages 
is relatively quicker and more complete than in older stages. 

The subepidermal melanophores appear only shortly before 
metamorphosis and migrate from the periphery and also from the 
orbit into the corneal area; their branches may adhere to those of 
the adepidermal melanophores. 

During metamorphosis the adepidermal and epidermal melano- 
phores degenerate and the rapidly multiplying subepidermal melano- 
phores form the chief colour component of the adult skin. 

Also in later larval stages the cornea epithelium and the sub- 
stantia propria may change into epidermis and border lamella of the 
skin, even if no earlier immigration of melanophores has taken 
place. In this case however, secondary elements as skin glands and 
sense buds lack this epidermized cornea. 


ZUSAMMENFASSUNG 


_ Nach Extirpation des Auges in friihen Larvenstadien erfolgt eine 
Einwanderung aller in der Haut vorkommenden Melanophoren in 
den Corneabezirk. Die Einwanderung der adepidermalen Melano- 
phoren ist beschrankt auf Stadien bis zur Bildung des Retinapig- 
ments; je friiher die Exstirpation umso gréBer der Prozentsatz der 
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gebildeten Melanophorennetze (Table 1). 

Die einwandernden adepidermalen Melanophoren kénnen dieselbe 
Fadenform zeigen wie die des Hautnetzes, sie k6nnen aber auch starker 
verzweigt sein und sich flachenhaft verbreitern. Durch Adhdsion 
dieser Ausla4ufer kann im Cornearaum ein Melanophorennetz mit 
kleineren Maschen als das der angrenzenden Haut entstehen. Zell- 
und Netzformen dhneln damit stark denen, die bei Reparatur von 
Hautwunden und in Schwanzregeneraten auftreten. 

Die Dynamik der Einwanderung zeigt zwei Wege: ein Melano- 
phorennetz mit rechteckigen bis polygonalen Maschen und eine 
radidre Einwanderung gegen das Zentrum. Da die Richtung der 
Melanophorenstringe ein Ausdruck der Spannungsstrukturen in der 
orthogonal gebauten Grenzlamelle ist (ByTinsk1-SaLz 1938), erscheint 
es wahrscheinlich; daB auf friiheren Stadien die praesumptive Cornea 
sich in ihrer bindegeweblichen Struktur direkt in Haut umwandelt, 
wdhrend in spiateren Stadien, wenn die Radialstruktur der Cornea- 
lamellen schon determiniert oder ausgebildet ist, radiale Einwan- 
derungswege vorherrschen. | 

Die epidermalen Melanophoren kénnen in jedem Alter in das 
Corneaepithel einwandern; ihre Menge hidngt von der Zeit bis zur 
Metamorphose ab, doch geht die Einwanderung auf friiheren Stadien 
schneller und vollstandiger vor sich als auf dlteren. 

Die subepidermalen Melanophoren treten erst kurz vor der 
Metamorphose auf, und wandern von peripher und subkutan her 
ein; ihre Auslaufer kénnen bis in die adepidermale Melanophoren- 
schicht aufsteigen und mit diesen verkleben. 

Wahrend der Metamorphose degenerieren die adepidermalen und 
epidermalen Melanophoren, wdhrend die sich stark vermehrenden 
subepidermalen Melanophoren die Haupt-Farbkomponente der Haut 
bilden. 

- Auch nach Augenexstirpation in spdteren Larvenstadien wird das 
Corneaepithel und die Substantia propria in Epidermis-epithel und 
Grenzlamelle umgewandelt, auch wenn vorher keine Einwanderung 
von Melanophoren stattgefunden hat. Allerdings fehlen dieser 
epidermisierten Cornea alle sekunddren Hautelemente wie Driisen 
und Sinnesknospen. 
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RICHARD M. EAKIN® anv JANE A. WESTFALL 
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Although several workers have described “sensory cells” in the 
amphibian stirnorgan or frontal organ (see OxscuHeE, 1952, 1955), until 
recently good evidence for the presence of photoreceptors has been 
lacking. First, we have shown (EAKIN and WESTFALL, 1961 and Eakin, 
1961) that the stirnorgan in larvae of the Pacific treefrog, Hyla 
regilla, contains receptoral processes extending into the lumen of 
the organ which are like those of rods and cones of the vertebrate 
lateral eye and those which we discovered in the parietal eye of the 


Western fence lizard, Sceloporus occidentalis (EAKIN and WESTFALL, 


1959, 1960). Second, stirnorganectomy in H. ,regilla results in a 
reduction of the paling reaction of the larvae when placed in the 
dark (Eakin, 1961). This paper deals with the differentiation of the 
photoreceptor, particularly the receptoral process, in the frontal 
organ of the same form. 


MATERIAL AND METHODS 


The stirnorgan from embryos and larvae of H. regilla, ranging from early 
tailbud (stage 17, EAKIN, 1947) to fully metamorphosed young frogs (stage 
XXV, TAYLOR and KOLLROS, 1946), was studied with the electron microscope. 
The organ or its anlage was first uncovered by removal of the overlying 
epidermis or ectoderm. Motile embryos or larvae were anesthetized by 


adding a few drops of ether to the Niu-Twitty solution (NIU and TWITTY, 


1953) in which surgery was performed. The animal was then dropped into 
a 1% solution of OsQ,., buffered at pH 7.3 with veronal acetate, and fixed for 
three hours at 0°C. Specimens were rinsed in several changes of 50% 
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for Basic Research in Science of the University of California. 
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ethanol and transferred to 70% ethanol in which the stirnorgan or its anlage 
in the roof of the neural tube was dissected by means of microscalpel and 
microscissors fashioned from the edge of a razor blade (EAKIN, 1947). An 
improvement in the operation'of the microscissors was made by the use of 
a small piece of thin plastic (commercially known as Saran Wrap) inserted 
between one of the blades and the tip of the forceps to which it was soldered. 
By adjusting the position of the plastic one could control the plane of the 
blade and thus bring it into a shearing position against the other blade of 
the microscissors. The specimen was next passed through several changes 
of 100% ethanol and then into the epoxy resin, Epon, according to LUFT 
(1961), using a mixture equivalent in hardness to 30% methyl methacrylate 
in butyl methacrylate. The Epon was cured by slow heat (3-6 hours at 
room temperature followed by 12 hours each at 35°, 45° and 60°C). Small 
plastic dishes, the floors of which were covered with hardened Epon, were 
used for embedding. The specimen was stirred several times while in- 
filtrating at room temperature and at 35°C and oriented at 45°C in a flat 
position before the plastic became too viscous to permit adjustments by a 
fine needle of black glass. The cured disc was ‘pressed from the plastic 
dish and cut with a hack saw into a suitable piece to fit the vice-type holder 
of the Porter-Blum microtome. Sections of less than 90 my in thickness were 
cut with a diamond knife of Venezuelan manufacture supported by a holder 
designed and made by CRANDALL (1961) and mounted on grids according to 
the technique of WESTFALL (1961) and WESTFALL and HEALY (1962). Some 
sections were stained with 2% uranyl acetate 3-5 hours, others with vapor 
from iodine crystals for 15-60 minutes (W. J. HUMPHREYS, personal communica- 
tion). Unfortunately the use of iodine had to be discontinued because of 
excessive sublimation in the microscope. The electron micrographs were 
made with an RCA-EMU-3-E microscope. 


RESULTS 
General features of development 


The outline of the development of the amphibian pineal complex 
may be found in the works of Riecw (1925) and van DE KAMER 
(1949). Suffice it to say that the stirnorgan and epiphysis of Ayla 
regilla arise together, as in other anurans, from a median evagina- 
tion of the dorsal wall of the neural tube of the tailbud embryo. 
Although foreshadowings of the diverticulum may be seen in stage 
18, the mid-tailbud, it is not until stage 19, the late tailbud, that 
the epiphysial anlage is a distinct evagination. By stage 20, the 
very early unhatched larva, the outpocketing has clearly become a 
vesicle (Fig. 1).- It soon assumes the shape of a disc. When viewed 
from its dorsal aspect it may appear circular or slightly oval in 
outline, the long axis being antero-posteriorly directed. Measure- 
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ments of twelve specimens from stages 21-24 embedded in Epon, 
using an ocular micrometer, showed a considerable range in size, 
independent of developmental age, from 0.06 to 0.15 mm. in diameter 
or long axis. The vesicles had an average thickness of 0.05 mm. 
At stage 24, the last of the embryonic series, the subdivision of the 
vesicle into an anterior stirnorgan and a posterior pineal body or 
epiphysis begins. By stage I, the first of the metamorphic series, 
the two components are separated. For details see the account of 
Riecu (1925) on Rana temporaria with which Ayla regilla agrees. 
The stirnorgan now lies just beneath the epidermis and outside the 
melanophore-rich meninges (Fig. 2), but it is still connected to the 
epiphysis by the pineal tract or nerve. The cavity (/) of the frontal 
organ is roughly M-shaped. Its roof (7) is a single layer of cells; 
the floor consists of two masses of cells, one on each side of the 
median arm of the lumen, composed of at least two kinds of cells, 
receptors and ganglion cells, and possibly a third type, supportive 
cells (see HoLmMGREN, 1918 and Oxscue; 1952). 


Differentiation of receptors 


The earliest stage in the formation of the photoreceptoral process 
which we have found is shown in Figure 3. It was observed on an 
ependymal cell in the ventro-lateral wall of the pineal outpocketing 
of a stage 20 embryo or very early larva. The process is a balloon- 
shaped vesicle, 0.5 ~ wide and 0.8 » long, protruding from the surface 
of the cell into the lumen of the diverticulum. The bulbous part of 
the structure—the future outer segment (os, insert of Fig. 3)— 
appears filled with evenly stained material, slightly more electron 
dense than the cytoplasm of the cell proper. The narrow base is 
the prospective connecting piece of the process (cp). At the junc- 
tion of outer segment and connecting piece the bounding membrane 
appears thick, probably because it was cut tangentially. Immediately 
beneath the-process lies the basal granule or axial centriole (¢:). 
Fibrils from the centriole into the process do not appear to have 
differentiated. Surrounding the basal granule are many small vesicles 
and nearby lies the oblique centriole (c:). The cell contains very 
few mitochondria (m) and none closely associated with the process 
in the one view which we have. Additionally, the cell contains large 
lipid droplets (none shown), yolk platelets (y) of varying size, and 
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a dense cluster of very small vesicles or cisternae deep within the 
cell, which may be part of a Golgi apparatus (ga). Each platelet 
is surrounded by a membrane and in most instances it consists of 
an extremely electron-dense core that is usually oval or cigar-shaped 
and an outer cortex which is thin at the ends of the platelet but 
frequently quite thick at the equator. The platelet shown on the 
left in Figure 3 has an unusually large accumulation of this cortical 
material (yc) on one side. 

The next picture in the development of the receptor is provided 
by Figure 4 which shows a small part of the luminal surface of a 
cell in the dorso-lateral angle of the diverticulum of a stage 20 
specimen. The process is fan-shaped in sectional view and measures 
1.3 uw wide and 1.2 w long from the base of the connecting piece (cp) 
to the notch at the tip of the outer segment (os). The fibrillar 
system is now differentiating. Three fibrils or tubules (/) are 
clearly shown arising from the axial centriole (ci), passing through 
the connecting piece and diverging into the outer segment. The 
two lateral filaments fade out in the light matrix (s) of the outer 
segment, but the middle fibril seems to connect to the indentation 
at the apical end of the process. Had we obtained a cross section 
nine tubules might have been seen. The bounding membrane is 
artifactiously broken in several places, as is also the cell membrane 
below. The axial centriole appears to be connected on each side 
to the cell membrane by filaments which are to be seen also, 
although less clearly, in the younger process (Fig. 3, insert). 
Surrounding the axial centriole are numerous vesicles (v), as in the 
earlier picture, and additionally many clusters of granules (g). It 
is perhaps noteworthy that mitochondria are still absent or in rela- 
tively low numbers in the neighborhood of the developing process. 
They are present, however, in other parts of the cell dispersed 
among yolk platelets and lipid droplets. 

The third picture in the development of the process, shown in 
Figure 5, was found in an ependymal cell in the ventral wall of the 
epiphysial diverticulum of stage 23 of the embryonic series. The 
process has grown to a length of about 3 uw. The future discs— 
better designated flattened sacs or diverticula—are differentiating as 
invaginations of the surface membrane at the tip and on both sides 
of the outer segment. Several especially clear points of involution 
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are indicated by arrows. These diverticula (d) are irregular; con- 
sequently one sees here and there a series of vesicles instead of a 
straight sac. In serial sections of this process, however, we had 
good evidence that the vesicles in each row were actually parts of 
one invagination. The diverticula lie in parallel array, obliquely 
oriented in relation to the long axis of the process, and extend 
toward but do not reach the base of the outer segment. . The 
remainder of the segment, that grades imperceptibly into the con- 
necting piece, is filled with a lightly stained matrix (s) in which 
run the tubular fibrils (7). Now mitochondria (m) are becoming 
numerous in the vicinity of the process and the centrioles (c: and 
C2). Vesicles (v) and granules (g) seen earlier continue to abound. 
Other features of the cell not shown in Figure 5 include a large 
lipid droplet 4.5 ~ in diameter (droplets in other cells may be as 
large as 8 w across), large vesicles of varying size and density, 
profiles of granule-covered cisternae (ergastoplasm), and aggregations 
of small smooth vesicles which may represent a Golgi apparatus. 
These inclusions and organelles are usually found near the nucleus. 
Some of them are shown in Figures 6 and 7 selected from micro- 


graphs of other specimens. 


Fully formed receptors 


The well developed and presumably functional photoreceptoral 
process of the stirnorgan (Eakin, 1961) of stage I of the metamorphic 
series (TayLor and Ko.tros, 1946) is shown in Figure 8. Its outer 
segment (os) has a length of 4 to 5 wand contains over one hundred 
flattened sacs (d) which are oriented at right angles to the long 
axis of the process and stacked one upon another. The resolution 
of the ends of the diverticula is quite good along the lower right- 
hand margin of the figure. One can see that the cavity of each 
diverticulum is continuous with the lumen (J) of the stirnorgan and 
that the two thick membranes which constitute the walls of the 
sac are continuous with the sacs above and below (several especially 
clear examples are indicated by arrows). The thickness of the 
walls of the sacs is 70-80 A and that of the cavity 80-90 A. 

No membrane lies external to the margins of the sacs shown in 
Figure 8 because the section passed through the infolded part of 
the process (see discussion). The proximal diverticula do not extend 
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across the segment, however, but end blindly in the matrix. Parts 
of several diverticula appear to consist of strings of vesicles. Serial 
sections show that the vesicles in a row are interconnected and are 
but a segment of one diverticulum. The lower lefthand part of the 
outer segment shown in. Figure 8 contains no sacs, but only the 
electron-thin matrix which is bounded externally by the cell mem- 
brane (cm). It will be noted that distally (at a point indicated by 
x in Fig. 8) this membrane is continuous with the sacs. In other 
words, from this level to the tip of the outer segment the infold- 
ings completely traverse the process and the sacs appear to be 
unconnected. This is, of course, an incomplete picture (see dis- 
cussion ). 

The inner segment (is) of the process has formed by now as an 
extension of the receptor into the lumen of the organ. This seg- 
ment contains many mitochondria (m), as does the comparable 
region, the so-called ellipsoid, of rods and cones of the lateral eye. 
Additionally vesicles, granules, and lipid droplets are present. The 
section passed to one side of the connecting piece so that the fibrillar 
apparatus is not shown. The insert of Figure 8 shows a cross sec- 
tion of a connecting piece of a process from another animal of 
comparable age. The nine fibrils which extend through the con- 
necting piece are clearly shown. Their doublet nature, however, 
may be seen in only a few instances. Central fibrils appear to be 
lacking. Note that the surface membrane bulges outward opposite 
each fibril. . 

To ascertain whether the receptors of the stirnorgan become 
modified in the final stages of metamorphosis we examined several 
completely transformed young treefrogs (stage XXV, TayLor and 
Ko.tros, 1946) which had been feeding on Drosophila for a week. 
There was no observable degeneration. Indeed, we found receptoral 
processes 9 uw in length, 3.5 uw wide, and containing over 300 sacs. 
One of these was particularly instructive. At the base of the outer 
segment the profiles of the sacs were almost straight, but as one 
moved toward the tip of the process the sacs became increasingly 
convex until they were V-shaped. Then near the apex of the outer 
segment the pattern changed to an almost concentric arrangement 
of the sacs (see Fig. 9). Figure 10 shows another process of a 
stage XXV treefrog in which the boundary between straight and 
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concentric sacs is quite sharp. The indistinct appearance of the 
curved sacs is presumably owing to a tangential section through 
them. Note also that there is a membrane (cm) external to the 
sacs (see discussion). 

The ellipsoid region of the inner segment of these older pro- 
cesses (is, Fig. 9) contains many large, elongate mitochondria (m), 
the cristae of which are predominately transversely oriented. Scat- 
tered among the mitochondria are small vesicles and granule-covered 
cisternae (e) noted earlier. The mitochondria crowd close to the 
centrioles (Fig. 10 insert). In a few receptors a pigment granule or 
two may be seen near the distal end of the inner segment. The 
section of Figure 10 insert cut the axial centriole (ci) transversely 
and the oblique centriole (c,) longitudinally. The triplet nature of 
the units of the oblique centriole, although not clear in this figure, 
have been seen in other instances. The oblique centriole, as shown 
here, is a cylinder of about 0.3 w in length and 0.15 uw in diameter. 
We have not observed rootlets in the developing or mature photo- 
_receptors of the stirnorgan, although they are present in the reptilian 
homologue, the parietal eye (EAxIn and WEsTFALL, 1960). 


DISCUSSION 


Many of the ependymal cells which line the lumen of the stirn- 
organ of Hyla regilla develop the fundamental structural charac 
teristics of photoreceptors: organization of the receptoral process 
into outer and inner segments joined by a connecting piece, form 
and arrangement of discs or flattened sacs, nature of the nine-strand 
fibrillar apparatus, structure and position of the centrioles and their 
probable role as organizers, distribution of mitochondria, et cetera. 
These features together with some evidence of light sensitivity 
(Eakin, 1961) lead us to designate the cells photoreceptors. More- 
over, in view of the similarity of the fibrillar apparatus of the 
process to that of a cilium we conclude that the outer segment and 
connecting piece of the receptoral process are homologous with ‘a 
cilium or flagellum, as is generally considered to be the case with 
rods and cones of the lateral eye. It may be noted, however, that 
the study of Lanzaveccuta (1960) is an exception to the above 
generalization. He could find no connecting piece or ciliary structure 
in retinal receptors of larvae of the toad, Xenopus laevis. 
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Let us now compare the development of the photoreceptoral 
process in the stirnorgan with that of a cilium and that of rods and 
cones of the vertebrate lateral eye. The first stage in the mor- 
phogenesis of the receptoral process in the frontal organ of the 
Pacific treefrog is a bulbous outgrowth of the cell membrane and 
subjacent cytoplasm of an ependymal cell (Fig. 3). This picture 
agrees with the description by Soteto and Truyitto-CenOoz (1958) 
of the earliest appearance of a developing cilium in the neural 
epithelium of an 80-hour chick embryo, with the exception that these 
authors noted small vesicles in the ciliary primordium, whereas we 
have seen none in the very young process obtained in this study. 
The process in the stirnorgan appears to be filled with an even 
granular material of about the same density as the cytoplasm of 
the cell from which it arose. Moreover, the two centrioles are 
aligned end-to-end at the base of the young cilium; in our material 
the oblique centriole lies to the side and at an angle to the axial 
centriole. Although the ciliary outgrowth is bulbous at first it 
promptly becomes cylindrical (Soteto and Truyitto-Cenoz, 1958); 
the process of the stirnorgan, however, remains balloon-shaped and 
indeed continues to increase in diameter up to the stage of formation 
of diverticula. It is not known whether this early divergence in the 
morphogenesis of a cililum and the receptoral process of the stirnor- 
gan is Owing to a difference in the inductive stimulus of the axial 
centriole or to a difference in the response of the overlying cyto- 
plasm, which in turn might be a function of the position of the 
ependymal cell in the central nervous system. 

The development of the mammalian rod and cone appears to 
resemble that of a cilium for a longer time. Studies of the forma- 
tion of rods in the mouse (De Rosertis, 1956) and in the kitten 
(Toxuyasu and Yamapa, 1959) show the young photoreceptoral 
process as a long cylindrical shaft. Only after it has grown a few 
microns in length does it take on its characteristic feather-like shape. 
The very first appearance of the outgrowth, however, was not figured 
or described by these authors. Perhaps worthy of note also is the 
similarity of the young kitten rod (Toxuyasu and YAMADA, 1959) 
to the beginning cilium (SoTELo and Truyjitto-Cenoz, 1958) in the 
end-to-end alignment of the centrioles. 

The method of formation of the discs or flattened sacs. of 
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photoreceptoral processes has not been clearly established. At least 
three different hypotheses have been advanced. De RosBertis (1956) 
concluded that in the mouse the retinal sacs differentiate from the 
matrix of the outer segment which he termed “morphogenetic 
material”. Later Lasansxy and De Rospertis (1960) modified this 
interpretation (see below). Tokuyasu and YAMADA (1959) derived 
the rod sac in the kitten from ciliary vesicles, which are extensions 
of the nine fibrils or ciliary tubules, and from vesicles formed by 
infoldings of the plasma membrane at points of contact with the 
ciliary vesicles. The latter source was believed to be the more 
important. The vesicles, regardless of origin, expand and then 
flatten into the rod sacs. Meanwhile they stream basally and 
become stacked one upon another with their long axes oriented 
transversely to that of the process. A third concept of multiple 
infolding of the cell membrane along the side of the outer segment 
has been proposed by Sjdéstranp (1959), Moopy and RoBERTSON 
(1960), and Lanzaveccuia (1960) to account for the origin of the 
sacs of retinal receptors. For the most part the last hypothesis was 
based upon deductions from the structural arrangements of the discs 
in the adult or larval eyes of perch, kitten, frog, and toad. Lasansky 
and De Rosertis (1960) in a second study of the development of 
rods in the mouse concluded that “the outer membrane of the cilium 
probably under certain ‘special’ influence of the cilium may in- 
vaginate and form primitive rod sacs” (p. 680). 

Carasso’ (1959) described and figured folding of the plasma 
membrane of the outer segment of the visual cells of Pleurodeles, 
but she could not. be certain that the flattened sacs were derived 
from these folds. a 

Our findings on the origin of the sacs in the stirnorgan of Hyla 
regilla support the third interpretation above, namely, multiple in- 
folding of the cell membrane, but there are features of the account 
of Toxuyasu and YamapDaA (1959) with which we agree. Our story 
is told in Figure 5, in Which one sees very clearly infoldings or 
diverticula of the plasma membrane at the tip and along both sides 
of the primitive outer segment. These infoldings are deep and 
extend in parallel array toward the base of the segment. If instead 
of rows of vesicles, Tokxuyasu and Yamapa had shown deep infold- 
ings of the cell membrane, our accounts would have been very 
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similar. It is possible, of course, that morphogenic patterns in 
lateral eye and stirnorgan differ or that those in different classes 
of vertebrates are not the same. 

In addition to diverticula our Figure 5 shows rows of vesicles. 
We were fortunate to have serial sections of this process and to be 
able to determine that the vesicles were interconnected and thus 
segments of a continuous tube. Our study demonstrates, therefore, 
that the definitive sacs in the stirnorgan of H. regilla arise from 
invaginations of the cell membrane and that the cavities of the sacs 
are consequently continuous with the lumen of the organ. In our 
material the diverticula do not become pinched off as true sacs, 
much less rows of vesicles, as described by Toxkuyasu and YAMADA. 
We agree with these authors, however, that the sacs originate 
distally, extend basally, and then assume a transverse orientation 
by a 90° rotation. In our Figure 5 it is evident that the diverticula 
are obliquely oriented with reference to the long axis of the process; 
that is, they have already begun to shift in position. The rotation 
may be the result of differential rates of growth of the two sides 
of the outer segment. This is suggested by the inclined position of 
the process, although this could be an artifact of fixation. In a well 
developed process, such as that in Figure 8, the sacs have now 
assumed their final transverse arrangement, meanwhile many more 
have differentiated, presumably by continued infolding of the cell 
membrane at the tip of the outer segment. As the sacs at the base 
of the segment undergo rotation the matrix and enclosed fibrils, 
once symmetrically arranged (see Figs. 3-5), become pushed to one 
side. This accounts for the typical asymmetrical position of these 
organelles in not only the process of the stirnorgan, but perhaps in 
photoreceptors in general. 

According to Tokuyasu and Yamapa (1959) the proliferation of 
vesicles by the cell membrane of the outer segment is stimulated 
by the ciliary vesicles—extensions of the nine ciliary tubules—at 
the point of contact with the plasma membrane. The notch at the 
apex of the fan-shaped process shown in Figure 4 may represent 
the beginning of a diverticulum, and this indentation occurs at the 
point of contact of one of the fibrils. If infolding depended solely 
upon induction by the fibrillar apparatus there would be only nine 
diverticula. It is probable that only the first diverticula form in 
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relation to the fibrillar apparatus. We have not observed ciliary 
vesicles as described by Toxuyasu and YAmMapaA. The process shown 
in Figure 4, for example, appears to contain only the fibrils and the 
granular matrix. We agree with the above workers, however, that 
the fibrils are tubular, although the term “ciliary tubule” does not 
seem appropriate because the photoreceptoral process is not a cilium. 
This tubular featue is clearer in higher magnifications of the process 
shown in Figure 4 and may be discernible by the reader in Figure 5. 

The definitive arrangement of the sacs is essentially like that 
described by Moopy and Rosertson (1960) for the amphibian cone 
(see their text-Fig. 4), except that the outer segment of the process 
in the stirnorgan is not tapered. Most longitudinal sections through 
the process will show the cavities of the sacs in open communica- 
tion with the lumen of the organ on both sides of the process and 
no cell membrane external to the margins of the sacs, as for example 
distal to x in Figure 8. The process has been cut along plane A 
of Moopy and Rosertson’s figure. The diverticula which form the 
sacs, however, do not pass completely through the outer segment to 
fuse with the cell membrane on the side opposite the infoldings. 
There remains a band of straight, unfolded cell membrane along 
one side of the process. A section passing through this band (plane 
B of Moopy and RosBertson’s figure) will show that the sacs end 
blindly and that lateral to their margins is an unfolded cell mem- 
brane. An example of such a plane of section is to be seen in our 
Figure 10. Note that the sacs end blindly and, incidentally, in a 
pointed rather than a rounded margin, a feature characteristic of 


cone sacs in the rabbit eye (Dre Rosertis and Lasansky, 1958). 


In our account (Eakin and WESTFALL, 1959) of the outer segment 
of the photoreceptoral process in the parietal eye of the Western 
fence lizard, Sceloporus occidentalis, we noted the absence of a 
bounding membrane external to the discs but concluded that it had 
been lost in fixation. It is apparent now that in the processes 
described and figured the plane of section had not passed through 
the blind ends but rather the open margins of the sacs. Consequ- 
ently, that which we called a sac was in reality an interdisc space 
bounded by the upper wall of one sac and the lower wall of the 
sac above. Our Figure 2 insert (Eakin and WeEsTFALL, 1959) of the 
third-eye receptor is comparable to the picture of the sacs in the 


— 


DEVELOPMENT OF PHOTORECEPTORS IN STIRNORGAN 95 


stirnorgan as seen in Figure 8 of this paper. 

Cones more often than rods have their sacs unconnected to 
the cell membrane (Moopy and Rosertson, 1960; LANZAVECCHIA, 
1960). Presumably this difference is owing either to less extensive 
involvement of the cell membrane in the formation of rod sacs 
(called lamellae by Moopy and Rosertson) or to the rod sacs be- 
coming secondarily separated at their margins so that the cell 
membrane is reestablished as a straight surface. If this is indeeda 
fundamental distinction between rods and cones, then the receptors 
of the stirnorgan aré more cone-like in the pattern of their sacs. 
We have advanced additional reasons for the conclusion that the 
receptors in the reptilian parietal eye are cone-like (Eakin and 
WESTFALL, 1959, 1960; Eaxin, Quay and WESTFALL, 1961). 

Early in this study we encountered circular bodies in the lumen 
of the stirnorgan which were composed of concentrically arranged 
membranes. It seemed that these were cross sections of processes, 
but we were unable to harmonize the whorled pattern of the mem- 
branes with the layered arrangement just discussed. Later we 
obtained longitudinal sections through processes which showed the 
typical orientation of the sacs at the base of the outer segment, 
but a concentric disposition of the sacs at its apex. Figure 9 is an 
enlargement of the distal part of one of these processes. At the 
basal end the sacs are straight (not shown). The profiles become 
increasingly curved, however, until near the tip they assume an almost 
concentric arrangement. A cross section of the apical end of such 
a process would give a whorl of membranes. Sometimes the transi- 
tion between straight and concentric patterns is very sharp (Fig. 10). 

The anuran genus Hyla was thought by early workers (see 
STUDNICKA, 1905; Keine, 1929) to lack a frontal organ. WINTER- 
HALTER (1931), however, discovered the organ in larvae of H. arborea, 
although he could not find it in the adult. In HA regilla we have 
found the organ to be undiminished in size and with many long 
photoreceptoral processes in fully metamorphosed young treefrogs. 
The organ is no longer visible externally owing to the great increase 
in the number of chromatophores in the overlying skin which occurs 
in the later stages of metamorphosis. Upon reflection of the skin, | 
however, the frontal organ is easily seen as a clear spherical body 
resting on the meninges. We have not yet examined an adult. 
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SUMMARY 


1) The development of photoreceptors in the stirnorgan (frontal 
organ) of the Pacific treefrog, Hyla regilla, was studied with the 
electron microscope, with particular attention to the morphogenesis 
of the receptoral process. | 

2) The first stage in the formation of the process is a bulbous 
outgrowth from the luminal surface of an ependymal cell lining the 
cavity of the epiphysial diverticulum in a very early larva (stage 
20 of the embryonic series). 

3) The outgrowth enlarges distally in all dimensions to form 
the rudiment of the outer segment, remains narrow basally forming 
the future connecting piece, and receives tubular fibrils from the 
axial centriole. 

4) The discs or flattened sacs of the outer segment develop by 
multiple infoldings of the plasma membrane from the tip and both 
sides of the process. These invaginations or diverticula extend in 
parallel array toward the base of the outer segment. A 90° rotation 
of the sacs is inferred, thus bringing them to their definitive trans- 
verse arrangement. The cavities of the sacs remain open to the 
lumen of the stirnorgan except apparently for a restricted region 
along one side of the outer segment. 

5) At least some and perhaps many of the outer segments exhibit 
a subapical transition from straight to increasingly convex sacs so 
that those at the tip of the process are almost concentrically ar- 
ranged. | 

6) The development of the photoreceptoral process is compared 
with that of cilia and with that of rods and cones in the vertebrate 
lateral eye. 


The authors are grateful to VICTOR G. DURAN, University Photographer, 
for Figures 1 and 2 and for intensifying Figure 5; to WALTER J. HUMPHREYS, 
DONALD L. HEALY, and PATRICIA C. DANIEL for valued assistance; and to 
DOROTHY R. PITELKA and WILBUR B. QUAY for a critical reading of the 
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EXPLANATIONS OF PLATE 1 


Fig. 1. Cross section of the epiphysial diverticulum from the diencephalic 
roof of the neural tube of a very early unhatched larva (stage 20 of embryonic 
series). Note the connection between the lumen of the diverticulum and 
the neurocele. The earliest stages in the formation of the receptoral process 
(see Figs. 3, 4) were observed on the luminal surfaces of ependymal cells in 
specimens of this age. e, ectoderm; /, lumen of epiphysial diverticulum; n, 
neurocele. x1,000. 

Fig. 2. Cross section of the stirnorgan of a young tadpole (stage I of 
metamorphic series). The lumen is roughly M-shaped. The left arm is clearly 
shown but only a part of the right arm and almost none of the median arm 
may be seen. This is owing to apposition of the walls of the lumen which 
condition creates small pockets of cavity here and there in the organ. c, thin 
capsule; e, epidermis; /, lumen; 7, roof one-cell thick. x 1,000. 

Fig. 3. Earliest observed stage in the formation of the receptoral process. 
The process extends from the luminal surface of an ependymal cell situated 


in the ventro-lateral wall of the epiphysial diverticulum of a stage 20 specimen 
(see Fig. 1). ga, Golgi apparatus; /, lumen of epiphysial diverticulum; m, 
mitochondria; p, process; y, dense core of yolk platelet; yc, thin cortical 


layer of yolk platelet. 12,000. IJnsert: Higher magnification of the receptoral 


process. ci, axial centriole; c2, oblique centriole; cp, future connecting piece; 
os, future outer segment. x 16,000. 

Fig. 4. A young receptoral process found on the luminal surface of an 
ependymal cell in the dorso-lateral corner of the epiphysial diverticulum of 
a stage 20 specimen (see Fig. 1). ci, axial centriole; cp, future connecting 
piece; f, tubular fibrils; g, granules; /, lumen of epiphysial diverticulum; os, 
future outer segment; s, matrix of process; v, vesicles. Plane of section su¢h 
that oblique centriole not shown. ~x37,000. 
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EXPLANATIONS OF PLATE 2 


Fig. 5. Sectional view of the developing receptoral process in the epi- 
physial diverticulum of a free swimming larva (stage 23 of embryonic series). 
The process has been cut longitudinally. It lies in an inclined position as 
though bent to the reader’s right by more rapid growth of the opposite side 
of the outer segment. ci, axial centriole; c2, oblique centriole; cp, connecting 
piece; d, diverticula which will form the future discs or flattened sacs; f, 
tubular fibrils; g, granules; /, lumen of epipbysial diverticulum; m, mito- 
chondria; os, outer segment; s, matrix of process; v, vesicles. Arrows in- 
dicate several points of clear infolding of the plasma membrane to form the 
diverticula. Because of low contrast in the original negative this figure was 
intensified photographically. 37,000. 

Fig. 6. Selected part of the cytoplasm of a receptor cell in a stage 23 
specimen showing various types of vesicles, some filled with light granular 
material, others containing electron dense bodies. x12,000. 

Fig. 7. Selected part of the cytoplasm of another cell showing the smooth 
vesicles and membranes of a Golgi apparatus (ga) and some granular cisternae 
or ergastoplasm (e). m, mitochondria; m, nucleus; mm, nuclear membrane, 


x 15,000. 
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EXPLANATIONS OF PLATE 3 


Fig. 8. Well developed photoreceptoral process in the stirnorgan of a 
tadpole in stage I of metamorphic series. cm, cell membrane which for a 
segment on the side to the reader’s left is unfolded; d, diverticula or flattened 
sacs; is, inner segment; /, lumen of stirnorgan; m, mitochondria; os, outer 
segment; s, matrix; v, vesicles. Arrows indicate the ends of some of the sacs 
where the foldings of plasma membrane are clear. x marks the point on 
the side to the reader’s left at which the cell membrane is infolded as on 
the opposite side. Stained with lead acetate. 37,000. Jmnsert: Cross section 
of the connecting piece of a process from another specimen of the same age. 
Note the bulges in the plasma membrane opposite each of the nine fibrils. 
=< 66,000. 
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EXPLANATIONS OF PLATE 4 


Fig. 9. The distal fourth of the outer segment of a photoreceptoral 
process from a fully metamorphosed treefrog (stage XXV of metamorphic 
series). di, curved discs or flattened sacs; d2, sacs at the tip of the process 
which have an almost concentric arrangement; e, ergastoplasm or granular 
cisternae; is, inner segment of an adjacent process; /, lumen of stirnorgan; 
m, mitochondria closely packed in the ellipsoid region. x 28,000. 

Fig. 10. Selected part of the outer segment of a photoreceptoral process 
from the stirnorgan of a completely metamorphosed treefrog (stage XXV of 
metamorphic series), to show the abrupt transition from straight to con- 
centrically arranged sacs in this specimen. cm, unfolded cell membrane 
external to the sacs; di, ends of the straight sacs (note that they are pointed 
and not rounded); d2, the curving profiles of the concentrically arranged sacs. 
x 37,000. Insert: distal end of the inner segment of another receptor from an 
animal of the same age. ci, axial centriole (seen in cross section); c2, oblique 
centriole (cut longitudinally); m, mitochondria. 17,000. 
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EMBRYOLOGIA, Vol. 6, MANGOLD Festschrift, pp. 99-109 (November, 1961) 


PRESUMPTIVE RUDIMENTS OF THE ENDO- 
DERMAL ORGANS ON THE SURFACE 
OF THE ANURAN GASTRULA??) 


OSAMU NAKAMURA 


Biological Institute, Osaka University of Liberal Arts and Education, 
Tkeda-City, Osaka 


Recently, the endoderm of the anuran neurula has been mapped 
by TAHARA and NAKAmuRA (1961), in terms of presumptive organ- 
rudiments, as illustrated in Fig. 1. What remains to be desired is 
to draw a similar map as to the endodermal region of the early 
gastrula. Now, it can be easily accomplished by tracing the shifts . 
of the stained marks on the surface of the gastrula on to the neurula 
stage. In the present paper, the results of such a work are summed 
up into a new fate-map. 


Fig. 1. A fate-map of the 
presumptive digestive organs 
in the neurula of R. nigro- 
maculata. The position of 
each presumptive material is 
inscribed on the cut surface 
along the median line and on 
the right wall of the archen- 
teron. br, branchial pouches; 
duo, duodenum; int, small 
intestine; int. cav, intestinal 
cavity; liv, liver; mo, mouth; 
pd, dorsal pancreas; ph, 
pharynx; re, rectum; _ sf, 
stomach; post-anal gut. 
(From TAHARA and NAKA- 
| MURA, 1961). 


') Supported by the Scientific Research Fund of the Ministry of Education. 

2) Partly read before the 28th Annual Meeting of Zoological Society of 
Japan held at Sapporo on August 29th-31st in 1957 and the résumé was published 
in Zool. Mag. (Tokyo), 63 (1958). 
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MATERIAL AND METHODS 


The embryos of a common Japanese frog, Rana nigromaculata nigromaculata, 
were used exclusively. The method of vital staining was essentially the same 
as that devised by VOGT (1925). 


RESULTS 


The blastoporal lip appears first in the endodermal region and 
the invagination begins with the streaming in of the endodermal 
cells. Consequently, for the purpose of drawing a map of the endo- 
dermal rudiments, marking must be done before the beginning of 
the gastrulation. Many authors have been inclined to consider the 
narrow blastoporal pit and the well-defined, crescent-shaped, dorsal 
lip as the first signal of the gastrulation. These features, however, 
are not the criterion relevant to the beginning of the invagination. 
For, by tracing the color stains applied to the margin of the pit or 
to the blastoporal lip, it is revealed that a considerable portion of 
the endoderm has already been invaginated before the appearance 
of these features. 

In Rana nigromaculata nigromaculata, the very first sign of the 
gastrulation appears as a broad but shallow depression or, it might 
well be said, as a superficial groove on the dorsal side of the 
embryo, immediately below the boundary between the marginal zone 
and the vegetal region. Fig. 2 is a sketch of an embryo at this 
stage. In other figures in this paper, the border of the depression 
is shown by an oval of dash line, its bottom being represented by 


Fig. 2. An embryo of R. nigromaculata at the beginning of gast- 
rulation. A, dorsal view, B, lateral view. 


> 


PRESUMPTIVE ENDODERM OF ANURAN GASTRULA 101 


a chain line. In the present study, the embryos were stained in the 
later stage of blastula and the exact position of the marks were 
recorded immediately after the appearance of the depression. 

In the first place, inquiry was made into the fate of the materials 
lying on the ventral and lateral sides of the groove. Mark 1 in 
Fig. 3, which originally occupied an area extending from the ventro- 
lateral to the lateral side of the groove, was partly rolled in over 
the rim of the dorsolateral lip of the blastopore and partly tucked 
into the interior of the embryo, passing under the dorsal lip. It 
was found afterwards in the dorsal half of the lateral wall of the 
fore-gut and in the somites of the trunk. The most spectacular 
shift was shown by Mark 2 applied to the ventral side of the groove. 
This mark went, as a whole, into the embryo, passing under the 


Fig. 3. Staining of the areas lying on the ventral and lateral sides 

of the groove. A and B, areas stained originally. A is dorsal 

view and B is lateral view. OC, situation of the marks at the 
neurula stage. | 
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dorsal lip of the blastopore, not rolling in over any part of the 
rim of the blastopore. Nevertheless, in the neurula stage, it was 
found covering the ventral half of the lateral wall of the fore-gut 
as well as the posterior wall. Thus, the lateral wall of the fore-gut 
was colored by Mark 1 and 2, its dorsal half by the former and its 
ventral half by the latter. Whereas, the greater part of the floor 
of the mid-gut was occupied by Mark 3 originally stained at a 
distance nearly equal to the breadth of the groove apart from the 
ventral margin of the groove. By comparison between the 
Figures 1 and 3, it is clearly seen that the presumptive rudiments 
of the pharynx, the stomach, the liver and the pancreas, at least a 
considerable part of them, are present on the ventral and lateral 
sides of the groove. The presumptive material for the gill pouches 
may be located near the boundary between Marks 1 and 2. The 
probability is that these rudiments undergo, after being invaginated, 
a remarkable displacement from the posterior to the lateral wall of 
the fore-gut, as the case of the ventral divergence in the endodermal 
region. 

To discern the position of the presumptive rudiments more 
exactly, a scale of small color spots (Marks 4-7 in Fig. 4) were 
stained in an area reaching from the medio-ventral portion to the 
ventrolateral side of the groove. From the situation attained by 
these marks in the neurula stage, the following conclusions may be 


drawn; 


B 


Fig. 4. Staining of the area reaching from the medio-ventral por- 

tion to the ventrolateral side of the groove. A, area stained 

originally. 8, situation of the marks at the neurula stage. Mark 
5 was faded away. 
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(1) The medio-ventral portion of the superficial groove (Mark 
4) forms the posterior wall of the fore-gut, namely, the rudiment 
of the duodenum. The prospective entrance to the definite cavity 
of the intestine will be perforated through this area. 

(2) The material on the ventrolateral side of the groove, which 
is represented by Marks 6 and 7, is devoted to the formation of the 
lateral wall of the fore-gut. The ventral limit of Mark 7 coincides 
with the posterior end of the stomach. Adjacent to it, there may 
be found localized the presumptive rudiment of the dorsal pancreas. 

In the second place, investigation of the materials included in 
the dorsal half of the groove was made. All the marks stained in 
the median two thirds of the breadth of the groove were found to 


Fig. 5. Staining of the dorsal half of the groove. A and B, marks 

on the surface of the early gastrula. A is dorsal view and B is 

lateral view, showing the degrees in height (below the equator) 

of the main portions of the groove and of the boundaries between 

the marks. C, situation of the marks at the early neurula stage. 
Mark 9 occupies the prospective mouth region. 
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converge, during and after invagination, towards the median plane 
to form the anterior and ventral walls of the fore- gut of the neurula. 

Observations R61 (Fig. 5) and R50 (Fig. 6) revealed the levels 
occupied by the presumptive areas along the median line. The 
presumptive rudiment of the mouth occupies the dorsal edge of the 
groove, lying between 2° and 6° under the equater (Mark 9 in Fig. 
5). Directly below it, the areas of the pharynx, the stomach, the 
anterior half of the duodenum and the liver are arranged in the 
order mentioned in the dorsal half of the groove (Mark 8). The 


4 
vey 


Fig. 6. Staining along the median line. A, areas stained original- 
ly. B, situation of the marks at the neurula stage. 


A B 


Fig. 7. An example showing the lateral limit of the fore-gut. A, a 

mark stained on the lower limit of the marginal zone, 52° apart 

laterally from the median plane. B, sagittal section of the specimen 

at the tail-bud stage. The mark occupies the anteriormost part of the 
mid-gut. 
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material for the ventral wall of the stomach may be located close 
to the boundary between Marks 11 and 12 in Fig. 6. 

Finally, the lateral limit of the fore-gut, in other words, the 
locus of the presumptive dorsal pancreas was obtained from Observa- 
tion RS 22 (Fig. 7) and others. Mark 14 stained on the lower limit 
of the marginal zone, 52° apart laterally from the dorso-median 
plane, was found afterwards on the roof of the mid-gut, including 
its anteriormost point. Therefore, the lateral extention of the fore- 
gut must stop within 52° from the dorsal median. In fact, in other 
examples, the roof of the fore-gut was usually affected evidently 
by the dye throughout its whole length when the original stain 
reached from the median line to the meridian of 50°. 


CoNCLUSIONS 


Based on the results described above and supplemented by others 
obtained from numerous observations made by the present author 
during the last several years, the endodermal region of the anuran 
gastrula is mapped as illustrated in Fig. 8. 

The most remarkable difference between the present map and 
BALINSKy’s (1947) for the Urodela is found in the shape and exten- 
tion of the presumptive stomach. In the latter, the presumptive 
stomach forms a ring surrounding the dorsal lip of the blastopore, 
while in the former it is not closed on the ventral side of the groove 
but is open in a shape of Q, out-stretching on both sides. 

The cause of this disharmony is to be attributed to the difference 
of the situation of the same rudiment in the maps of the neurula 
presented by these authors. In Batinsky’s map for the urodele 
neurula (BALINSKy 1947), the presumptive material for the dorsal 
wall of the stomach is situated on the posterior wall of the fore-gut 
which originates from the medio-ventral portion of the superficial 
groove of the early gastrula, whereas in the map of the anuran 
neurula (Fig. 1) presented by Tanara and Nakamura (1961), the 
same material is drawn lying on the roof of the fore-gut which is 
formed by the union of two primordia originally separated on both 
sides of the groove. This difference in the maps of neurula has 
already been discussed in the previous papers (NaKAMURA and 
TaHARA 1953; Tanara and Nakamura 1961). 


| 
| 
| 
| 
| 
| 


106 OSAMU NAKAMURA 


Fig. 8. A fate-map of the presumptive endodermal region on the 
surface of the early gastrula of R, migromaculata (dorsal view). 
An oval of dash line shows the superficial groove, a chain line 
representing the bottom. br, branchial pouches; duo, duodenum; 
liv, liver; mo, mouth; p. cav, entrance of the definitive cavity of 
the intestine; pd. dorsal pancreas; ph, pharynx; st, stomach. 


Whether or not the difference in the orders, viz. that between 
Anura and Urodela, was responsible for the different situation of the 
presumptive rudiments had still to be studied further. According 
to his communication, Ba.tinsxy himself, too, desired the reinvestiga- 
tion of this problem in urodeles. But, he could not accomplish his 
purpose, because there was no urodeles in his country of South 
Africa. (His previous work on urodeles was performed during his 
stay in Europe.) He, then, requested the present author to make 
the reinvestigation using the Japanese species of Urodela. In com- 
pliance with his request, Nakamura and his collaborators, TAHARA 
and SoGAME, undertook the study on the topography of the endo- 
dermal organs in both gastrula and neurula of urodele, Triturus 
pyrrhogaster. The results obtained were quite in good agreement 
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Fig. 9. Diagramatical illustration of the formative process of the 
digestive system in Anura. A, presumptive rudiments on the 
surface of the early gastrula (dorsal view). 3B, sagittal section 
of the neurula. C, sagittal section of the embryo in the tail bud 
stage. D, sagittal section of the larva with growing tail (stage-21). 
an, anus; br, branchial pouches; duo, duodenum; fg, fore-gut; gb, 
gall bladder; hg, hind-gut; int, small intestine; int. cav, intestinal 
cavity; liv, liver; lu, lung; mg, mid-gut; mo, mouth; p. cav, entrance 
of the intestinal cavity; pd, dorsal pancreas; ph, pharynx; pv, 
ventral pancreas; st, stomach; tg, post-anal gut. 
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with those in anuran. They were briefly reported in 1957, and will 
be shortly published in full. 

The conclusions described above and the data presented in the 
previous papers enable us now to cumprehend the formative course 
of the digestive system as illustrated diagramatically in Fig.9. The 
material which originally occupied the median two thirds of the 
dorsal half of the superficial groove undergoes a remarkable con- 
vergence towards the median plane during and after invagination, 
resulting in the formation of the anterior and ventral walls of the 
fore-gut. Following this material, the area situated on the lateral 
and ventrolateral sides of the groove spreads out antero-laterally to 
make each lateral wall which is a very thin layer lying on both 
sides of the wide expansion of the fore-gut of the neurula. 

By these movement, the material for the lateral walls of the 
stomach located on the ventrolateral sides of the groove is brought 
to the same level with those for the dorsal and ventral walls. In 
consequence, the form of the presumptive stomach as a whole 
changes into a simple shape of a ring (Fig. 9B) from the original 
shape of 0 (Fig.9A). Further, it is converted from a ring to a 
tube by drastic stretching during the course of the subsequent 
development (Fig. 9C and D). Asa result of such stretching com- 
bined with folding, the endodermal rudiments arrive at the place 
where they will take part in the organogenesis. 

Soon after, the cavity of the mid-gut is closed and obliterated. 
The definite cavity of the intestine is newly formed by a split in 
the solid mass of yolk cells. (Refer to NAKAMURA and TAHARA 1954). 
Its anterior opening will be made by the perforation through the 
presumptive area shown by the letter p. cav. in Figs. 9A and B. 


SUMMARY 


1. The topography of the presumptive rudiments of the endo- 
dermal organs on the surface of the early gastrula of R. nigro- 
maculata was studied by local vital staining, the results being 
summed up into a new fate-map (Fig. 8). 

2) Basing on a combination of the results of the present study 
and those of the previous works, the formative process of the di- 
gestive system was explained as illustrated diagramatically in Fig. 9. 
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GESTALTUNGSPRINZIPIEN DER 
NASE VON TRITURUS?) 


HARALD TEICHMANN 
Zoologisches Institut der Universitat Giessen, Deutschland 


Die Ursachen und Bedingungen bei der Differenzierung des Auges, 
vor allem das Linsenproblem, sind seit langem Gegenstand von 
experimentellen Untersuchungen. Besonders die Forschungen von 
MANGOLD und seinen Mitarbeitern und vor ihm bereits von SPEMANN 
haben hier grundlegende Erkenntnisse geschaffen. Anders ist es 
mit unseren Kenntnissen von der Differenzierung der Nase der 
Amphibien. 


Zwar konnte auch hier MANGOLD (1933) durch Explantationsexperimente 
nachweisen, da8 durch Kontakt der Vorderhirnspitzen mit der Epidermis in 
dieser die Bildung der Nasenplakoden induziert wird. Ein Befund, der auf 
anderem Wege ebenfalls gewonnen und bestdtigt wurde (HOLTFRETER 1935, 
1936, 1944, SIGGIA 1938, HAGGIS 1956 und andere). Andere Autoren konnten 
zeigen, da8 auch die praechordale Mesodermplatte induzierend wirkt (KAWA- 
KAMI 1936, SIGGIA 1937, 1938, ZWILLING 1940, SCHMALHAUSEN 1950). EMERSON 
(1945) fand, da8 im Explantat die Anwesenheit von Bindegewebe die Nasen- 
bildung férdert. RAUNICH (1950) nahm eine Beteiligung der Kopfganglienleiste 
an der Naseninduktion an. ZWILLING (1940) vertrat die Ansicht, daB es bei 
den Amphibien mdglicherweise zwei Typen der Naseninduktion gabe: Eine 
direkt durch das Urdarmdach und eine auf sekundirem Weg durch das 
Vorderhirn. (Zusammenfassung bei YNTEMA 1955). Auch DENIS (1959) 
schlieBt sich nach Experimenten an Pleurodeles dieser Ansicht an und denkt 
an zeitlich aufeinanderfolgende Induktionen beider Systeme, indem die Ent- 
wicklung der Plakoden durch das Kopfmesoderm ausgelédst, dieser erste 
EinfluB aber durch das Vorderhirn verlangert und vervollstindigt wiirde. 
Médglicherweise haben wir hier einen Bedingungskomplex im Sinne MANGOLDs 
(1954) vor uns, in dem verschiedene Induktionskomponenten zusammenkommen. 
MANGOLD (1961) selbst vermutet, ,daf8 Nasen und Vorderhirn gleichzeitig 
als ,kkomplexe regionale Induktionen‘ entstehen“. MANGOLD und v. WOELL- 
WARTH (1950) und v. WOELLWARTH (1952) haben schlieBlich auch die 


Herrn Professor Dr. O. MANGOLD zum 70. Geburtstag in Dankbarkeit 
und Verehrung gewidmet. 


1) Mit dankenswerter Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft. 
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Bedingungen fiir Unpaarigkeit und Paarigkeit bei der Bildung von Nasen- 
anlagen dargelegt. 


Doch alle diese Arbeiten befaBten sich mit den Friihstadien der 

Nasenentwicklung. Die Weiterentwicklung der Nasenplakoden und 
ihre Differenzierung in einzelne Bestandteile unter Einbeziehung von 
Elementen der Nasenumgebung, vor allem des duBeren Epithels, 
und die Aufnahme von Beziehungen zum Vorderhirn (Riechnerv!) 
und zum Munddarm (Choane) sind viel seltener Gegenstand von 
Untersuchungen gewesen. 
_ Der Riechnerv der Amphibien wiichst stets von der Plakode aus 
und sucht die zugehérige Vorderhirnhemisphire zu erreichen. Wird 
die Plakode in eine andere Region des Kopfes verpflanzt, so kommt 
es 6fters zum Einwachsen des Riechnerven in andere Hirnteile, 
meist in das Zwischenhirn, aber auch ins Mittelhirn oder in die 
Medulla oblongata (Bett 1907, Burr 1924, 1928, 1930, May 1927). 
Unterbleibt das Einwachsen des normalen Riechnerven in das Vor- 
derhirn, so bleibt die Entwicklung der betreffenden Hemisphare 
zuriick (Burr 1916). Beim Einwachsen zusdtzlicher Riechnerven 
kommt es zu Hyperplasien der betroffenen Hirnteile (Burr 1928, 
1930). Solche Hyperplasien traten auch auf, als Burr die Nasenpla- 
kode von Amblystoma punctatum durch eine wesentlich gréBere vom 
Riesenaxolotl (A. tigrinum) ersetzte, aus der ein starkerer Riechnerv 
einwuchs (130 w Durchmesser gegeniiber 100 » der normalen Nase). 
Die Hyperplasie war aber unabhadngig von der Funktionsfahigkeit 
der Nase, denn sie trat am Vorderhirn auch auf, wenn die Nase 
weder Nasenloch noch Choane besaB. 

Die Versuche, transplantierte Nasenplakoden durch den aus- 
wachsenden Riechnerven an den verschiedensten Stellen des Zen- 
tralnervensystems anzuschlieBen, wurden in einer friiheren Arbeit 
(TEICHMANN 1955) an Triturus alpestris in mannigfacher Weise vari- 
iert. Es zeigte sich, dass der nervése Kontakt bereits wenige Stunden 
nach Beginn der abnormen Lagebeziehung vom Implantat her- 
gestellt werden kann. Solche Nervenverbindungen waren selbst 
noch in der Lumbalregion des Riickenmarkes méglich. Hatte schon 
Burr gezeigt, daB artfremde Riechnerven in das fremde Vorderhirn 
einwachsen kénnen, so konnten spdter (TEICHMANN 1959) auch 
xenoplastisch zwischen Anuren- und Urodelenkeimen ausgetauschte 
Nasen zur Aussendung eines Riechnerven zum Vorderhirn des gat- 
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tungsfremden Wirtes gebracht werden. Austauschpartner waren 
dabei die Gelbbauchunke (Bombina variegata) (ANuURA) und der 
Alpenmolch (Triturus alpestris) (URODELA). Neuerdings gelang auch 
miihelos die nervése Kontaktaufnahme zwischen den Plakoden des 
Alpenmolches und dem Vorderhirn des Teichmolches ( Triturus 
vulgaris) und umgekehrt. In allen genannten Kombinationen war 
histologisch an der Art des Anschlusses an das Vorderhirn keinerlei 
Unterschied zum Normalfall zu bemerken. Ob allerdings derartige 
Kombinationen auch funktionsfahig werden, entzieht sich unserer 
Kenntnis. 

Das ist vor allem dann zu bezweifeln, wenn die fremde Nase 
keine Choane zur Mundhéhle des Wirtes ausbilden konnte. Dies ist 
bei den meisten art- und gattungsfremden Kombinationen der Fall. 
Erst neuerdings gelang es, auch beim heteroplastischen Plako- 
denaustausch zwischen Alpenmolch und Teichmolch védllig normale 
Nasen mit Choane in beiden Wirtsarten zu erhalten. 

Nun hatten aber friihere Untersucher (Burr, K. ALVERDEs, TEICH- 
MANN) feststellen miissen, daB auch beim homoplastischen Austausch 
oder dhnlichen Experimenten innerhalb derselben Art hdufig die 
Choanenbildung unterbleibt. Ja, sogar recht einfache Eingriffe stérten 
die Choanenentstehung. So bestrahlte A. DiirKen (1955) viele Nasen- 
plakoden des Alpenmolches im Schwanzknospenstadium mit UV-Licht. 
Sie erhielt dabei 6fters Nasen, deren einziger Mangel das Fehlen der 
Choane war. Auch zusdtzliche Nasenmaterialanhiufungen im 
Neurulastadium verhinderten oft die Choanenentwicklung der nor- 
malen Nasen eines Molchkeimes (T&ICHMANN 1955). Die Choane ist 
sichtlich der labilste Teil der sich entwickelnden Nase der Amphibien. 
Da diese Wirbeltierklasse als stammesgeschichtlich recht primitiv 
angesehen wird, ist es naheliegend, hier an einen noch wenig ge- 
festigten Entwicklungsvorgang zu denken, dessen Ausfall zu einem 
»Atavismus“ fiihrt. Das atavistische Organ ware freilich funktions- 
unfihig. Den meisten Fischen fehlt bekanntlich ebenfalls eine 
Choane. Aber hier ist durch geeignete Durchstrémungs- oder Venti- 
lationsmechanismen, hadufig auch durch Bildung von zwei duBeren 
Nasendéffnungen jederseits (TEICHMANN 1954), fiir die Funktionsfahig- 
keit dieser choanenlosen Nasen gesorgt. Beim choanenlosen Molch 
dagegen liegt ein Defekt vor. 

Es lag nahe, den Ursachen fiir die Choanenentwicklung der 


~ 
é 
“ 
, 


GESTALTUNGSPRINZIPIEN DER NASE VON TRITURUS 113 


-Amphibien nachzugehen, jenem Vorgang, bei dem es zu einer mor- 
phogenetischen Zusammenarbeit zwischen Nasenanlage und Mund- 
darmanlage kommt. Geeignete entwicklungsphysiologische Experi- 
mente (TEICHMANN, im Druck) zeigten jedoch bald, daB man die 
Entstehung der Choane nicht unabhangig von der Normalentwicklung 
des Nasensackes betrachten kann. 

Bei der dlteren Larve wird die Wand des Nasensackes von zwei 
Epithelsorten gebildet. Dorsal, medial und medio-ventral besteht sie 
aus Riechepithel. Dieses stellt die differenzierte und vergréBerte 
ehemalige Nasenplakode dar. Die laterale und ventro-laterale Wand 
dagegen ist aus indifferentem, meist nur einschichtigem und sehr 
diinnem Epithel, das in seiner Anlage urspriinglich aus der AuBen- 
haut des Kopfes stammt: Die zundchst in der ventralen Kopfober- 
flache liegende Plakode wird zunehmend ins Innere versenkt. An 
ihrem Hinterrand erfolgt dieser Vorgang etwas eher. Eine Nasen- 
grube entsteht, deren Ra&ander aus der die Plakode umgebenden 
Kopfhaut gebildet werden. Dabei ist am Hinterrand am meisten 
Epithel beteiligt. Es bekommt im Verlauf der weiteren Vorgdange 
besondere Bedeutung fiir die Auskleidung des Nasensackes. Die 
Rander der Nasengrube werden zu Réndern des Nasenloches, wenn 
die Nasengrube sich durch zunehmende Streckung in der Langsrich- 
tung des Kopfes zur Nasenhéhle wandelt. Das Nasenloch bleibt 
am Vorderende der Nasenhdéhle. Die Streckung selbst erfolgt durch 
Wachstum der Plakode, die sich zur Riechschleimhaut differenziert. 
Vom Hinterrand des Nasenloches aus kommt es bei der Streckung 
des Nasensackes zur streifenférmigen Auskleidung der ventro- 
lateralen Wand mit indifferentem Epithel. Dieses stellt also einen 
_Abkémmling der AuBenhaut dar. Die Kopfepidermis ist offenbar 
an allen Stellen imstande, sich durch Einwachsen von indifferentem 
Epithel zu beteiligen, denn auch bei Plakodenverpflanzung an abnorme 
Stellen des Kopfes werden Nasenhdéhlen gebildet, welche beide Epi- 
thelsorten aufweisen (TEICHMANN 1955). Selbst die Rumpfepidermis 
scheint diese Fahigkeiten zu besitzen, wie sich aus der Betrachtung 
des Falles einer Nasentransplantation in die Lumbalregion (TEICH- 
MANN 1955, Abb. 15) ergibt. 

Das indifferente Epithel nimmt bei der Choanenentwicklung 
Kontakt mit dem Munddarmdach auf (Scuucn 1934). Dieser Kontakt 
kommt schon bald nach der Bildung der Nasengrube und zwar im 
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Harrison-Stadium 39 zustande. Von der schon 6dfters genannten 
Hinterwand der Grube wichst ein kurzer Zapfen von indifferentem 
Epithel caudalwirts. Vom Munddarmdach kommt ihm ein langerer 
Zapfen entgegen. Erst nach Verschmelzung der beiden Zapfen ent- 
steht der beschriebene Nasensack. Dabei gerit die Kontaktstelle 
zum Munddarm an das Hinterende des indifferenten Epithels im 
Nasensack. Durch Lumenbildung entsteht dann der Choanendurch- 
bruch. Die Nase wird damit voll funktionsfahig. 

PlanmadBige Experimente zeigen nun, daB die Choanenbildung in 
den meisten Fallen deshalb unterbleibt, weil das indifferente Epithel 
am hinteren Nasengrubenrand wéhrend des Schwanzknospenstadiums 
geschddigt wurde. (Mechanischer Eingriff, Bestrahlung, biochemische 
Nachbarschaftseinfliisse). Es ist dann, wenn iiberhaupt, nur im 
Vorderteil der lateralen Nasensackwand zu finden, und die Choane 
fehlt. Das Riechepithel bildet, wenn das indifferente Epithel fehlt, 
die Wandung des Nasensackes allein. Man sieht dann ein verengtes 
Nasenlumen, das ringsum von Riechepithel umgeben wird. Dieser 
Zustand entsteht offenbar durch Zusammenwachsen des oberen und 
des unteren Riechepithelrandes, denn man kann 6ofters noch eine 
laterale Verwachsungsnaht feststellen. 

Oft ist aber die durch experimentelle Eingriffe erzeugte Schddi- 
gung nur so schwach, daB die laterale Auskleidung der Nasenhoéhlen- 
wand mit indifferentem Epithel in ganzer Linge erfolgt. Sogar ein 
Zapfen nach caudal wird gebildet, denn man sieht am Hinterende 
des Nasensackes ein kurzes Choanenstiick nach hinten laufen. Es 
endet aber bald blind, und das Munddarmdach wird nur selten er- 
reicht. Vielleicht hat hier die Schddigung nur eine Verzégerung 
der Zapfenbildung der caudalen Nasengrubenwand bewirkt und so 
die Kontaktaufnahme und Verschmelzung mit dem Munddarmzapfen 
verhindert. DaB dieser nimlich fast immer normal gebildet wird, 
laBt sich an der aus ihm entstehenden Einbuchtung im Mund- 
darmdach erkennen. Diese ist auch dann vorhanden, wenn die 
Choane fehlt. 

SchlieBlich kann der Nasensack hinten auch abgedringt werden, 
wenn zwischen der Plakode und der Munddarmanlage experimentell 
ein Hindernis gesetzt wird. Eine hier zusdtzlich implantierte Nasen- 
plakode verhindert z.B. die Bildung einer normalen Choane. DaB es 
von groBem Interesse ist, das Verhalten solcher zusdtzlich implan- 
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tierter Nasenplakoden, die ja selbst bestrebt sind, eine Nasenhéhle 
mit Choane zu bilden, zu verfolgen, sei hier nur angedeutet. 

Immer wieder traten bei Experimenten Nasenhéhlen auf, die 
kein Nasenloch besaBen. Solche Falle waren sowohl bei Transplanta- 
tion der Plakode an andere Orte als auch beim Verbleiben der Anlage 
an ihrer natiirlichen Stelle zu beobachten (Burr 1928, 1930, ALVERDES 
1941, TEICHMANN 1955, 1959). Die Ursache hierfiir ist bisher nicht 
recht klar geworden. Es laBt sich jedoch feststellen, daB der Ver- 
schluB der Nasenlochrinder in vielen Fallen erst sehr spat erfolgt 
sein diirfte. Die Nasenhéhlen weisen ndmlich auch hier mehr oder 
weniger groBe Anteile von indifferentem Epithel auf. Diese kénnen 
nur bei langerem Offensein der Nasenlécher in die Héhlen geraten 
sein. | 

Durch den Nasenlochverschlu8 erfolgt, wenn gleichzeitig auch die Choane 
fehlt, eine starke Auftreibung durch Schleim und Nasenfliissigkeit. Der Druck 
derselben dehnt die Wainde des Nasensackes und bewirkt eine mehr oder 


weniger starke Degeneration des Riechepithels. Vereinzelt platzt sogar der 
Nasensack, so da8 sich sein Inhalt in das Innere des Kopfes ergieBt. 


Neue Experimente deuten darauf hin, daB auch der Ausfall der 
Nasenlochbildung auf einer Schddigung der Zone am Hinterrand der 
Nasenplakode beruht. Das geht schon daraus hervor, dai mit dem 
Fehlen des Nasenloches auch stets das der Choane parallel geht. 
Offenbar ist der Nasenlochdefekt die schwerste Schaddigung der 
labilen Zone am Hinterrand der Plakode. 

Diese ,,labile Zone“ ist fiir die Ausbildung der normalen Form 
des Nasensackes und die Entstehung seiner Vorder- und Hinteréffnung 
von groBer Bedeutung. Schidigungen der Zone fiihren dabei zu 
Defekten, fiir die sich eine Stufenreihe aufstellen l4Bt. Bei geringer 
Schddigung ist nur das Hinterende der differenzierten Nase defekt. 
Mit zunehmender Starke werden immer weiter vorn liegende Teile 
mitbetroffen. 

Voraussetzung fiir die normale Entwicklung der Abkémmlinge 
der ,,labilen Zone“ ist aber die Einstiilpung der Plakode iiberhaupt. 
Die Ursachen fiir diese Einstiilpung kennen wir nicht. In seltenen 
Fallen unterbleibt sie (Tr1cHMANN 1955, 1959) und die Riechschleim- 
haut differenziert sich in der Kopfoberfliche. 

Die hier dargelegten Gestaltungsprinzipien bei der Differenzierung 
der Nase von Triturus sind freilich bis jetzt sicher nur sehr liicken- 
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haft erkannt worden. Es wird noch vieler miihsamer Einzelarbeit 
bediirfen, bis hier unsere Kenntnisse denen gleichkommen, die wir 
bereits von der Differenzierung des Auges besitzen. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Differenzierung der 
Nase von Triturus, nachdem diese in der Epidermis des Kopfes als 
Plakode induziert worden ist. 

Der Riechnerv wdchst aus der sich entwickelnden Riechschleim- 
haut aus und sucht die zugehérige Vorderhirnhemisphire zu errei- 
chen, in die er einwidchst. Bei Transplantation der Nasenplakode 
an eine andere Stelle des Kopfes oder Kérpers kann der Riechnerv 
auch in andere Teile des Zentralnervensystems einwachsen. Auch 
art- und gattungsfremde Plakoden kénnen bei Implantation am nor- 
malen Ort einen Riechnerven zum Vorderhirn des Wirtes schicken. 

Die Bildung der Choane unterbleibt bei Amphibien infolge von 
oft nur geringfiigigen Stérungen der Nasenplakode und ihrer Um- 
gebung wihrend des Schwanzknospenstadiums (Mechanische Ein- 
wirkungen, UV-Bestrahlung, biochemische Nachbarschaftswirkungen 
nach friihembryonalen Eingriffen). Die St6rungen bestehen meist in 
einer Schddigung der Epidermis am hinteren Rand der Nasenplakode. 
Sie betreffen infolge von Einstiilpungs- und Wachstumsvorgingen 
auBer der Choane auch die laterale Auskleidung der Nasenhdéhle und 
in schweren Fallen die normale Bildung des Nasenloches. 

Voraussetzung fiir die Differenzierungsvorginge an der Nase ist 
die Einstiilpung der Plakode in das Kopfinnere. Die Ursachen dafiir 
sind unbekannt. 
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UBER DIE VEREINIGUNG VON NORMALEN MIT 
ZU RADIARSYMMETRIE UMGESTIMMTEN 
KEIMHALFTEN VON PSAMMECHINUS 
MILIARIS 


VORLAUFIGE MITTEILUNG 


SVEN HORSTADIUS 
Zoologiches Institut, Uppsala, Schweden 


Durch Behandlung mit 8-Chloroxanthin kann der bilateralsym- 
metrische Bau des Seeigelkeimes aufgehoben werden (H6OrstTapius 
und GusTarson 1954). In solchen Larven bleibt der Darm fast gerade, 
6ffnet sich aber in einem Stomodaeum etwas seitlich vom animalen 
Gipfel, der oft als ein mit Zilien dicht bekleideter Lobus abgeschniirt 
wird. Im Ektoderm entwickelt sich ein Flimmerband auf der Héhe 
des Enddarmes als ein Ring senkrecht zur Eiachse. Etwa in der- 
selben Ebene werden vom Kranz der primadren Mesenchymzellen 
meistens mehrere Dreistrahler angelegt, die ein mehr oder weniger 
kompliziertes Skelett in diesem vegetativen Teil der Larve bilden. 
Eisitze von verschiedenen Weibchen sind verschieden empfindlich 
gegen 8-Chloroxanthin. Wdahrend Eier von einigen Weibchen durch 
Behandlung vor der Befruchtung radidrisiert werden kénnen, lassen 
sich andere Eisdtze nur in spdteren Furchungsstadien umstimmen. 
Die Folge hiervon ist, daB man erst zwei Tage nach der Behandlung 
und Operation zu wissen bekommt, ob die Behandlung vor der 
Transplantation im 16- oder 32-Zellenstadium volle Wirkung gehabt 
hat. Die Eier wurden in unseren Versuchen anderthalb Stunden vor 
der Befruchtung in 8-Chloroxanthin gebracht und dort bis zur Opera- 
tion im 16- oder 32-Zellenstadium gelassen. 


A. Verschmelzung von einer normalen mit 
einer behandelten Meridionalhdalfte. 


Man hatte sich vorstellen kénnen, daB die Larven sich als eine 
Art Chimdren differenzieren wiirden. Das war aber nicht der Fall, 
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indem entweder typische Plutei oder pluteusdhnliche Larven mit nur 
unbedeutenden Abweichungen vom Typischen entstanden.: Es liegt 
nur eine Serie, mit 4 gelungenen Transplantationen vor, wo die 
Kontrollarven zu 100% radidarsymmetrisch wurden. Diese vier Larven 
stellten typische Plutei dar, nur mit der Ausnahme, daB eine von 
ihnen einen kleinen iiberzihligen Dreistrahler zwischen den Spitzen 
der Querstibe besaB. In drei anderen Serien enthielten die Kontroll- 
kulturen, zur Zeit der Operationen ins Meerwasser iiberfiihrt, 80, 78 
und 70% radidre Larven, wahrend die anderen Keime sich teils als 
Plutei, teils als Zwischentypen entwickelt hatten. Es liegt auf der 
Hand, daB auch in diesen Serien die Mehrzahl der transplantierten 
Halften aus schon umgestimmten Furchungsstadien stammten. Diese 
Serien gaben 23 Keime, von welchen 19 typische Pluteus-Gestalt 
-aufwiesen. 3 von ihnen hatten einen kleinen iiberzahligen Dreistrahler 
auf der Ventralseite zwischen den Querstében. In einigen war der 
Urdarm zu stark nach dorsal gerichtet, so daB® keine Mundéffnung 
entstand. Eine Larve iiberschritt nicht das Prismastadium, hatte 
aber typisch angelegtes Skelett. In einem Pluteus waren die Stabe 
der rechten Seite viel kiirzer als die der linken. Zwei Larven mit 
Gestalt eines jungen Pluteus hatten ein kiimmerliches Skelett von 
je 5 kleinen Stiicken, an jeder Seite 2 bzw. 3. | 

Wir ersehen aus den 4 Plutei der einwandfreien Serie sowie aus 
den 23 Keimen, von welchen wir annehmen miissen, da viele 
anfangs eine umgestimmte Halfte besaRen, daB die Radidirsymmetrie 
nicht bestehen blieb, sondern daB ihnen wieder eine bilaterale Sym- 
metrie aufgedriickt wurde. Es ist nun interessant, daB man diesen 
_Riickgang tatsichlich in gewissen Larven beobachten kann. Eine 
Gastrula wies 3 kleine Dreistrahler auf, von denen einer verschwand, 
als die zwei anderen sich zum Skelettpaar entwickelten. In einem 
anderen Pluteus blieb einer der drei urspriinglichen Dreistrahler als 
kleines Skelettstiick zwischen den Querstadben zuriick. Besonders 
einleuchtend ist das Beispiel einer Gastrula mit 7 Kalkkérnchen, wie 
sie in radidren Larven angelegt werden, von welchen aber 4 reduziert 
wurden, 2 sich als ein typisches Skelettpaar entwickelten und 1 als 
- kleiner Dreistrahler zwischen den Querstiben zuriickblieb. 
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B. Vereinigung von einer behandelten animalen 
mit einer normalen vegetativen Halfte. 


Die animale Halfte entspricht etwas mehr als zwei Drittel des 
prdsumptiven Ektoderms. Da das Ektoderm den Auswuchs der Skelett- 
stibe leitet (Herust 1892) kénnte man bedeutende Stérungen des 
normalen Musters erwarten. Aber auch in dieser Kombination 
scheint sich die Bilateralsymmetrie der undehandelten Halfte geltend 
zu machen. In 4 Serien mit 100% radidren Kontrollarven entstanden 
12 Plutei, von welchen einer einen Dreistrahler zwischen den Quer- 
staben und zwei einige iiberzahlige Anal- und Oralstibe in dem im 
iibrigen typischen Skelett zeigten. Eigentiimlich ist, daB in einer 
anderen Serie, mit nur etwa 50% Radiirsymmetrie in der Kontroll- 
kultur, nur eine Larve sich als Pluteus entwickelte, die beiden 
anderen in der Kérperform deutlich radid4r wurden und mit einem 
Kranz von kompliziert verzweigten Kalknadeln versehen waren. Die 
Ergebnisse sind also hier nicht so eindeutig wie bei den Meridional- 
halften. 

Auch in diesem Versuch konnte die fortschreitende Umstellung 
beobachtet werden, nimlich bei einer Gastrula mit einem Kranz 
Kalkkérnchen, aus welcher ein Pluteus mit zwei typischen Skelett- 
stiicken hervorging. 


C. Behandelte vegetative Hdlfte und normale animale Hailfte. 


12 gelungene Transplantationen aus zu 100% radialisierten Kul-’ 
turen ergaben il Plutei, von denen einer einen Dreistrahler ventral 
zwischen den Querstaében und zwei einen grofen Dreistrahler im 
Scheitel, also dorsal, besaBen. Ahnliche Larven wie die letzteren 
habe ich (1957) in durch Verschmelzung von zwei Keimen erhaltenen 
Riesenlarven beobachtet. Das Auftreten eines Dreistrahlers im 
Scheitel wurde als eine schwache Tendenz zur Ausbildung einer 
zweiten Ventralseite gedeutet. In einigen Plutei war der Darm zu 
dorsal gerichtet, wodurch eine Mundbildung ausblieb. Eine Larve 
schlieBlich bildete insofern eine Ausnahme, als sie die Kérperform 
der radialsymmetrischen Keime und einen Kranz von 5 kleinen 
Skelettstiicken aufwies. 

Wahrend in den bis jetzt vorliegenden Fallen nach Vereinigung ; 
von Meridionalhadlften eine Regulation zur Bilateralsymmetrie, obwohl 
in einigen Larven mit kleinen Abweichungen in Form von iiberzdahli- 
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gen Dreistrahlern, erfolgt ist, sind die Versuche mit animalen und 
vegetativen Halften weniger eindeutig. GréBere Versuchsserien 
sind geplant. Besonders gewiinscht sind Versuche mit Frag- 
menten, welche das gesamte praisumptive Ektoderm (8+ veg:+0) bzw. 
das Ento- und Mesodermmaterial (veg.+4) enthalten (H6rstTapius 
1935). 

Die Regulation zu einheitlichen, bilateralsymmetrischen Larven 
ist nicht ganz unerwartet, besonders betreffs der Meridionalhdlften. 
Die Dorsoventralachse und damit die bilaterale Organisation wird 
nicht friih festgelegt. Zusammensetzungen von Meridionalhdlften 
aus verschiedenen Eiern ergaben typische Plutei (Hdrstapius 1957) 
und Zuckerlésungen, welche eine VergréBerung der ventralen Dif- 
ferenzierungen auf Kosten der Dorsalseite verursachen, iiben ihre 
Wirkung erst im spdten Blastulastadium aus (1959). 
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SIGNIFICANCE OF THE NOTOCHORD FOR THE 
DIFFERENTIATION AND GROWTH OF THE 
EMBRYONIC TRUNK IN AMPHIBIA 


HIROSI TAKAYA 
Biological Laboratory, Konan University, Kobe 


INTRODUCTION 


Among organs and tissues of the amphibian embryo, notochord 
is the first which undergoes full differentiation. It is mainly on this 
account that the notochord is generally recognized to bear signifi- 
cance for the differentiation of the other mesodermal tissues. Espe- 
cially for the somitic differentiation of the axial mesoderms, signi- 
ficance of the notochord has been pointed out by several workers 
(G. Muratori 1939, T. YamapDA 1939 a, b, W. B. Mucumore 1951, 
H. Taxaya 1956c). On the other hand, there are a few experiments 
reported which indicate that full differentiation is possible even in 
the complete absence of the notochord (1. C. Kitcuin 1949, W. B. 
MucumoreE 1957a, b). There is, therefore, apparent discrepancy of 
our knowledge concerning the notochordal role, if it occurs at all, 
for the somitic differentiation. In an attempt to find out evidences 
reconciling this discrepancy, an experiment was undertaken in which 
explantation of the neural plate and mesodermal underlying with or 
without the notochordal rudiment was carried out. The results 
disclosed that it was chiefly the quantitative growth of somites but 
not necessarily the qualitative differentiation of them that is in- 
fluenced by the presence or absence of the notochord. Brief descrip- 
tion of these results will be made in the following. 


MATERIAL AND METHODS 


Embryos of Triturus pyrrhogaster, Hynobius nebulosus and Rana nigroma- 
culata were used. Early neurulae with the clearly discernible neural folds 
were operated. Explants were prepared by cutting out whole area of the 
neural plate together with the mesodermal underlying. After removing part 
or whole of the mesodermal components, ventral side of these explants were 
covered by flaps of the lateral or ventral ectoderm of the same embryo. 
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Three different explants in respect to the mesodermal components were 
examined. They were as follows: a) explant completely lacking the mesoder- 
mal components, b) explant with the lateral somitic mesoderm but lacking 
the central notochord, and c) explants with whole of the axial mesoderms. _ 
Cultivation of the explants was always more than 3 weeks. During this 
period differentiation of the explants was generally complete morphologically 
as well as histologically, and it was easy to distinguish by mere external 
observation that morphogenetic behaviors of these explants were not neces- 
sarily the same but were greatly varied. But histological observation by 
means of an ordinary method was also carried out in all of the explants. 


EXPERIMENTAL RESULTS 


The 3 kinds of explants above mentioned were ‘tested respec- 
tively in the 3 species of animals employed. But the results were 
generally uniform in these different species, and no marked difference 
was found between anuran and urodele explants nor between different 

species of Urodeles. In the following, therefore, results of the experi- 
ment will be described without distinguishing the species of animals 
operated. 


a) External observation of explants 

More than 120 explants were examined. All of them generally 
underwent full differentiation. As far as the differentiation was 
concerned, presence or absence of the mesodermal components in 
the explants brought about no noticeable difference, at least, in the 
external appearance. But the structures developed in these explants 
were greatly varied. 

In the explants of the neural plate alone, without being accom- 
panied by the mesodermal underlying, formation of the head and 
tail always took place without exception. These heads and tails were 
nearly perfect, at least, from the external appearance (Figs. 1-3). 
Only in a few cases eyes were somewhat irregular becoming syno- 
phthalmic. But the tails were always perfect though their size was 
always a little smaller than normal. In contrast to these perfect 
heads and tails, the part corresponding to the trunk invariably failed 
to be properly produced. The structure actually developed in the 
explants was always very short and stunted with irregular appearance 
(Figs. 1-3). In some explants it was a slender bar, while it was a 
swollen vesicle in the other cases. Under these conditions, there was 
none which formed the typical embryonic trunk. 
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Figs. 1-5. Five representatives of embryos developed in explants 
of neural plate (Hynobius nebulosus). 


Figs. 1-3. Embryos with short stunted trunks developed in explants 

of neural plate taken out together with somitic mesoderms but lack- 

ing notochord.——Figs. 4-5. Embryos with nearly normal trunks 

developed in explants of neural plate together with whole of meso- 

dermal underlying.——Figs. 1-3 are enlarged twice as much as 
Figs. 4, 5. 


When explants of the neural plate were made together with the 
mesodermal underlying, not only the head and tail but also the trunk 
were always developed. All the heads formed in these explants were 
perfect and were nearly of the same size as the normal one such as 
is illustrated in Figs. 4 and 5. Also the tails were perfect and were 
generally larger than those formed in the previcusly mentioned ex- 
plants. Further it was a rule that the tails developed in the explants 
containing the notochordal rudiment were a little longer than those 
developed in the explants lacking the notochord. Similar size differ- 
ence was especially marked in the trunks formed in these 2 kinds 
of explants. Excepting the ventral deficiency due to lack of the 
endodermal tissue, all the trunks formed in the both explants were 
normal or nearly normal, at least, from the external appearance. 
However, their sizes were greatly influenced by the presence or absence 
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of notochord. The trunks developed in the explants containing the 
notochord were invariably far longer than those developed in the 
explants lacking the notochord. As is seen in Figs. 4-6, length of 
the first trunk was equal or nearly-equal to that of the normal 
embryo, while the second was always less than half the first. 

To summarize the above results, explants of the neural plate 
alone without being accompanied by the mesodermal underlying were 
quite unable to form the embryonic trunk, though they could develope 
the head and tail of nearly normal structure. Formation of the trunk 
was attained only when the explants were made together with the 
“mesodermal underlying. Of the mesodermal tissues, the lateral somitic 
ones were found to be requisite for forming the trunk. Even in the 
complete absence of the notochord, the neural tube and the somitic 
mesoderms were found to be sufficient to form the embryonic trunk. 
But the trunks formed in such case were always very short. There 
occurred no axial stretching peculiar to this part of the body. When 
the notochord was present in addition to the somitic mesoderms, 
the trunks always showed marked stretching in the axial direction 
with the result of forming an elongated structure nearly comparable 
to that of the normal embryo. From these results, it may be safe 
to state that the principal role of the notochord for forming the 
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Fig. 6. Diagrammatic representation of explants and structures deve- 
loped therefrom. 
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embryonic trunk lies in enhancement of the quantitative growth of 
somitic tissue which results in the axial stretching peculiar to this 
part of the body. Diagrammatic representation of these results are 
shown in Fig. 6. 


b) Microscopic observation of explants 

Commonly in the 3 kinds of explants examined, formation of the 
archencephalon always occurred, and the structures produced were 
generally normal or nearly normal. In some of the explants which 
were lacking the mesodermal component, formation of the eyes was 
irregular, frequently synophthalmus being met with. Also the deu- 
terencephalon was formed in most of the explants, but their structure 
was very liable to become irregular. Especially in those explants 
lacking the notochord, this part of the brain generally failed to form 
the typical structure of its own, becoming dilated with thin walls 
such as is illustrated in Fig. 7. Even when the notochord was lack- 
ing, ventral walls of the brain became thickened if they were attached 
by considerable amount of muscles. Such thickening of the walls 
was due, in the case of urodele explants, to quantitative increase of 
both gray and white matters, but in anuran explants, it was chiefly 
through increase of white matters. In the latter case increase in 
number of the neural cells was not so marked. On the contrary, they 
sometimes appeared, as seen in Fig. 8, to be in degenerative change. 

The tails formed in the explants were genarally perfect from 
the standpoint of anatomy. In these tails were found not only noto- 


Fig. 7. section of formed in explant noto- 

chord and somites ( Hynobius).——Fig. 8. Cross section of deuterencephalon 

formed in explant lacking notochord but possessing small quantity of 
muscle tissue ( Rana). 
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of notochord. The trunks developed in the explants containing the 
notochord were invariably far longer than those developed in the 
explants lacking the notochord. As is seen in Figs. 4-6, length of 
the first trunk was equal or nearly equal to that of the normal 
embryo, while the second was always less than half the first. 

To summarize the above results, explants of the neural plate 
alone without being accompanied by the mesodermal underlying were 
quite unable to form the embryonic trunk, though they could develope 
the head and tail of nearly normal structure. Formation of the trunk 
was attained only when the explants were made together with the 
mesodermal underlying. Of the mesodermal tissues, the lateral somitic 
ones were found to be requisite for forming the trunk. Even in the 
complete absence of the notochord, the neural tube and the somitic 
mesoderms were found to be sufficient to form the embryonic trunk. 
But the trunks formed in such case were always very short. There 
occurred no axial stretching peculiar to this part of the body. When 
the notochord was present in addition to the somitic mesoderms, 
the trunks always showed marked stretching in the axial direction 
with the result of forming an elongated structure nearly comparable 
to that of the normal embryo. From these results, it may be safe 
to state that the principal role of the notochord for forming the 
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embryonic trunk lies in enhancement of the quantitative growth of 
somitic tissue which results in the axial stretching peculiar to this 
part of the body. Diagrammatic representation of these results are 
shown in Fig. 6. 


b) Microscopic observation of explants 

Commonly in the 3 kinds of explants examined, formation of the 
archencephalon always occurred, and the structures produced were 
generally normal or nearly normal. In some of the explants which 
were lacking the mesodermal component, formation of the eyes was 
irregular, frequently synophthalmus being met with. Also the deu- 
terencephalon was formed in most of the explants, but their structure 
was very liable to become irregular. Especially in those explants 
lacking the notochord, this part of the brain generally failed to form 
the typical structure of its own, becoming dilated with thin walls 
such as is illustrated in Fig. 7. Even when the notochord was lack- 
ing, ventral walls of the brain became thickened if they were attached 
by considerable amount of muscles. Such thickening of the walls 
was due, in the case of urodele explants, to quantitative increase of 
both gray and white matters, but in anuran explants, it was chiefly 
through increase of white matters. In the latter case increase in 
number of the neural cells was not so marked. On the contrary, they 
sometimes appeared, as seen in Fig. 8, to be in' degenerative change. 

The tails formed in the explants were genarally perfect from 
the standpoint of anatomy. In these tails were found not only noto- 
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chord and somites ( Hynobius).——Fig. 8. Cross section of deuterencephalon 

formed in explant lacking notochord but possessing small quantity of 
muscle tissue (Rana). 
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chord but also bilateral somites. In this respect there was no ap- 
parent difference among the 3 kinds of explants examined. In other 
' words, presence or absence of the mesodermal underlying of the 
explanted neural plate apparently had nothing to do with the forma- 
tion of the mesodermal axis of the tail. Therefore, it can be stated 
that the mesodermal axis of the tail is derived not from the in- 
vaginated mesoderm of neurula but from the uninvaginated tissue 
occupying the posterior end of the neural plate. 

Indeed, those explants lacking the invaginated mesoderm invari- 
ably failed to produce mesodermal structures characteristic to the 
trunk. In all these cases, however, a part was actually produced 
which was considered as corresponding to the trunk. But it was 
very short and irregular and contained only neural tube and mesen- 
chymes within. The axial mesoderms was met with in no case. 
Moreover, the neural tube of this part was extremly dilated to 
become vesicular such as was already pointed out by the present 
author (H. Taxaya 1959). There was none in which the neural tube 
showed the bilateral thickening peculiar to the spinal cord. 

In those explants taken out together with the bilateral somitic 
mesderms, muscular differentiation always occurred even when the 
notochord was entirely lacking. As a rule, these muscle presented 
regular segmentation and 
serial arrangement along the 
body axis (Fig.9a,b). How- 
ever, numbers of the seg- 
ments produced and muscu- 
lar contents in each segment 
were always far less than 
those of the normal trnnk. 
Therefore, it seems evident 
that full differentiation of | 
the somites is able to occur Fig. 9. Spinal cord and somites formed in 
in the complete absence of explants lacking notochord ( Hynobius). 
the notochord, although 
their quantity is decreased more than that tound in the presence of 
the notochord. Further it was a rule that when the notochord was 
absent, somites of both sides shifted towards the midline and fused 
with the opposite members across the body axis (Fig. 9b). When 
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surrounded laterally and ventrally with somites, the neural tubes 
were well developed, and their cross section resembled the typical 
spinal cord (Figs. 9a, 10,11). In the absence of the notochord, 
muscular differentiation sometimes became incomplete. Only part of 
the tissue, chiefly that situated nearer to the neural tube, showed 
full differentiation, while the remaining part remained as an irregular 
mass of ill-differentiated mass. In such case neural tubes were also 
irregular in shape, though they were generally filled with neural 
cells (Fig. 12). 

Nearly typical trunks were always developed in those explants 
prepared with whole of the mesodermal underlying. Somitic differ- 
entiation accompanied by the notochord was always complete qualita- 
tively as well as quantitatively. In these cases total number of the 


Figs. 10-11. Cross sections of trunks formed in explants lacking 
notochord. Somites are well differentiated and the somites of both 
sides fused ventral to spinal cord. Fig. 10 (Hynobius), Fig. 11 
(Rana ).——Fig. 12. Cross section of trunk formed in explant lack- 
ing notochord (Hynobius). Muscles and neural tube are ill differ- 
entiated.—Fig. 13. Cross section of typical trunk formed in ex- 
plant of neural plate together with whole underlying mesoderm. 
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somites produced was far greater than that with lateral somitic 
mesoderms, and it was nearly comparable to that of the normal 
embryo. Also the neural tubes flanked with well differentiated 
somites always developed into the typical spinal cord such as is 
shown in Fig. 13. 

Summarizing the above results, it is shown that the mesodermal 
axis of the embryonic trunk is derived mainly from the invaginated 
mesoderm underlying the neural plate, while the mesodermal axis 
of the tail is formed from the uninvaginated tissue. Of the in- 
vaginated mesoderms, bilateral somite-materials are requisite for 
forming the embryonic trunk. Because these tissues are shown to 
undergo full differentiation in the complete absence of the notochord. 
But significance of the notochord is found in that it greatly enhances 
quantitative growth of the differentiating somites. 


DISCUSSION 


Our results of the explantation experiment evidenced that ma- 
terial source of the mesodermal axis of trunk lies in the invaginated 
part of the mesodermal tissue of neurula, while the tail mesoderm 
is derived from the uninvaginated tissue occupying the posterior end 
of the neural plate. Since J. H. Bryret (1936) it has been well estab- 
lished that there exists at the posterior end of the neural plate an 
area which contributes to the formation of the mesodermal axis of 
the tail (ref. O. NAKAMuRA 1942). Further the fact that the tissue 
of this area acquires the potency of self-differentiation before it in- 
vaginates has also been demonstrated by means of transplantation 
and explantation carried out by J. H. Byrer (1951), O. Nakamura 
(1947, ’52), and H. Takaya (1959). Therefore, it may be permitted 
to state that the material sources of the mesodermal axis are ap- 
parently different between the trunk and tail. 

It has commonly been acknowledged that the invaginated meso- 
derm of neurula can self-differentiate to form the mesodermal axis of 
the body. But this statement implies dependence of the somitic 
differentiation upon the notochord, because many workers have shown 
that differentiation of the somitic tissue is greatly favored by the 
presence of the notochord. Here, however, it should be recognized 
that the experimental tests so far reported on this problem were 
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carried out always with relatively small pieces of this tissue (G. 
MuratTor!i 1939, T. YaAmMApDA 1939, ’40, W. B. Mucumore 1951, and 
H. Taxaya 1956). By means of explanting varied quantities of this 
tissue W. B. Mucumore (1957a, b) was able to demonstrate that 
quantity of the explanted tissue is important for the somitic tissue 
to undergo self-differentiation. According to his result, explants of 
a large quantity of the somitic tissue are able to undergo full differ- 
entiation in the complete absence of the notochord which the same 
tissue fails to achieve in small quantity. The same may hold true 
to the result of our experiment. Because, in our explantation the 
explants, used always contained whole set of the invaginated somitic 
materials full differentiation of the bilateral somites may be brought 
about as a natural consequence. Also the same has already been 
pointed out by I. C. Kitcuin (1949) who tested notochordectomy in 
intact neurulae. Even after notochordectomy bilateral somites were 
always well developed to form the embryonic trunk. The notochord- 
ectomized trunks produced in Kitchin’s experiment and those de- 
veloped in our explants were generally normal excepting that they 
were commonly very short in length. These facts may suggest that 
for the formation of the embryonic trunk the neural tube and somites 
are, at least, mecessary but the notochord is not indispensable. 
However, this statement does not necessarily imply that the notochord 
is quite incompetent for forming the trunk. 

On the contrary, our experiment provides evidence indicating 
importance of the ntochordal role for the trunk formation, because 
in the present experiment the explants which forms short stunted 
trunks in the absence of notochord, becomes capable of producing 
long slender structure nearly comparable to the normal trunk, when 
the notochord is added. It is apparent, therefore, that it is the 
presence of the notochord in addition to the neural tube and bilateral 
somites that is significant for realizing the axial stretching charac- 
teristic of the developing trunk. ‘ihe 

As described above, axial stretching of the trunk is due largely 
to increase in the total number of the somites produced. No size 
difference in individual somites is marked between stretched and 
unstretched trunks. Therefore, we have reasons to assume that the 
axial stretching of the developing trunk is realized mainly through 
numerical increase of the somites. If this is true, it can further be 
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stated that it is the quantitative growth of the somites that is 
referable to influence of the notochord. Indeed, it has been found 
by W. B. Mucumore (1957a, b) that in explantation the mesodermal 
tissue of presumptive somites are very liable to become dispersed if 
they were unaccompanied by the notochord. Presumably presence 
of the notochord is effective in preventing dispersal of the differen- 
tiating tissue which otherwise would occur. This will, in turn, favor 
and promote the quantitative increase of the differentiating somites. 

In the present explants of the neural plate, typical spinal cords 
were formed only when they were bilaterally flanked with somites. 
Presence or absence of the notochord brought about no essential 
difference in the result. But when the somites were entirely lacking 
all the neural tubes produced were abberant in their cross section. 
These facts are in agreement with those already found by the author 
(TaKAYA 1956 a, b,' 59) and will indicate that the shape of the 
differentiating neural tube is determined through influence of the 
differentiating somitic tissue. 


SUMMARY 


Explantation experiment was carried out with neurulae of T71- 
turus pyrrhogaster, Hynobius nebulosus, and Rana nigromaculata. 
Explants examined were the following 3 kinds: a) whole neural 
plate completely deprived of the underlying mesoderm, b) whole 
neural plate together with bilateral somitic mesoderms, but lacking 
notochordal material, and c) whole neural plate together with whole 
mesodermal underlying. 

In all these explants normal or nearly normal heads and tails 
were always developed. Regarding the formation of the trunk, 
however, different explants behaved differently. Explants of the 
neural plate alone were unable to develop the embryonic trunk. 
Trunk formation was possible only in those explants containing 
somitic mesoderms in addition to neural plate. But the trunks © 
developed in the absence of notochord were always very short and 
stunted without presenting proper axial stretching. Elongated trunks 
nearly comparable to the normal one were produced only when 
neural plate was explanted together with whole set of the underlying 
mesoderm. 
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Possible role of the notochord for the formation of embryonic 
trunk is discussed with the conclusion that the notochord enhances 
not only qualitative differentiation but also quantitative growth of 
the developing somites. 
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KUNSTLICHE AUSLOSUNG DER STROBILATION > 
BEI DEN SYNASCIDIEN» 


HIDEMITI OKA unp HIROSHI WATANABE 
Zoologisches Institut der Kyoiku-Universitit, Tokyo 


EINLEITUNG 


Seit den Tagen von Kowa.Lewsky und MeETscHNnixkorr sind zahl- 
reiche Arbeiten iiber die Knospung der Ascidien erschienen, sodaB 
heute die Knospungsprozesse, auBer kleinen Ejinzelheiten, bei allen 
Hauptgruppen dieser Tiere schon ziemlich gut bekannt sind. Es gibt 
jedoch nur wenige Arbeiten, die sich mit der kiinstlichen Auslésung 
der Knospung befassen. Was wir hier vorlegen sind die Ergebnisse 
unserer Versuche bei einer Synascidie die Knospung durch operative 
Eingriffe oder Hitze auszulésen. 

Diese Arbeit widmen wir Herrn Prof. Orro MANGOLD zu seinem 
siebzigsten Geburtstage in Verehrung und Dankbarkeit. 


MATERIAL UND METHODE 


Das Material war Polycitor mutabilis H. OKA.?) Die Zooide vermehren sich 
durch entero-epicardiale Knospung. Dem gewdhnlichen Sprachgebrauch 
zufolge nennen wir diese Art der Knospung Strobilation. 

Da es uns nicht gelang das Tier linger als einen Tag im Laboratorium 
zu halten, so bedienten wir uns folgender Methode. Eine frische Kolonie wurde 
auf eine Glasplatte befestigt, diese wurde dann in die Bucht gestellt (siehe 
OKA und USulI, 1944). Einmal die Kolonie auf die Glasplatte fest angewachsen, 
so lieB sie sich selbst durch wilde Wogen nicht lostrennen. Zum Zweck 
der Operation und Beobachtung wurde die Platte jedesmal aus der Bucht ins 
Laboratorium gebracht. 

Zum Versuche verwendeten wir natiirlich nur solche Zooide, die kein 
Vorzeichen der Strobilation aufwiesen. Bei einer groBen Kolonie war es oft 
schwer selbst nach Ablauf von 24 Stunden einzelne Zooide zu identifizieren, 
weil sie die relative Lage zueinander stindig Andern. In solchen Fallen 
wurden die zu operierenden Einzeltiere Zuerst aus der Testa herausgenommen 


1) Contributions from the Shimoda Marine Biological Station No. 129. 
2) In seiner Monographie iiber die Ascidien der Sagami-Bucht behandelt 
TOKIOKA Polycitor mutabilis H. OKA als ein Synonym von P. prolifer (A. OKA). 
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und vitalgefairbt, und nach der Operation wieder in die urspriingliche Kolonie 
zuriickgesetzt. Die Zooide und davon stammende Knospen lieBen sich durch 
ihre Farbe lange als solche erkennen. Bei der Hitzebehandlung war eine 
solche Manipulation nicht ndétig, weil wir hauptsdichlich kleine Kolonien 
benutzten. Die Beobachtung wurde bis 3 Tage nach der Operation bezw. 
Hitzeeinwirkung fortgesetzt. 

Da die Strobilationsbereitschaft mit der Kérpergrésse in Zusammenhang 
zu stehen schien, so wurden die Zooide in folgende 5 Gruppen eingeteilt und 
gesondert behandelt. Dabei wurde die Linge des Abdomens als MaBstab fiir 
die Kérpergrésse gewdhlt, weil sie bei der staéndigen Zusammenziehung und 
Erschlaffung des Kérpers verhdltnismdssig konstant bleibt. Gruppe A: kiirzer 
als 10 mm; Gruppe B: 1.1-1.5 mm; Gruppe C: 1.6-2.0 mm; Gruppe D: 2.1-3.0 
mm; Gruppe E: langer als 3.0 mm. Weil die Blastozooide bis Einsetzung der 
nichsten Strobilation standig an Grésse wachsen, so stellen die obigen Gruppen 
zugleich Altersgruppen (Stadien) dar. 

Alle Experimente wurden an der Meeresbiologischen Forschungsstation 


zu Shimoda ausgefiihrt. 


STROBILATION BEI POLYCITOR MUTABILIS 


Die einzelnen Kolonien von Polycitor mutabilis sind verhaltnis- 
mdBig klein, mit einem Durchmesser von ca 1.5 cm.” Das kommt 
von der Eigentiimlichkeit dieser Art sich durch Kolonialknospung zu 
vermehren (vergl. A. Oxa, 1933b; H. Oxa und M. Usu1, 1944). 

Es gibt keine Verbindung zwischen den einzelnen Zooiden im 
Gegensatz zu Botryllus oder Perophora, wo alle Einzeltiere durch 
TestagefaBe oder Stolonen miteinander kommunizieren. Dement- 
sprechend ist die Entwicklung der Einzeltiere ganz unabhadngig 
voneinander, und die Knospung geschieht auch ganz sporadisch. 

Die Knospung selbst verlauft in derselben Weise wie bei Aplidium 
(vergl. Brien, 1925, 1927). Als die Knospung herannaht, so beginnt 
zuerst der Thorax zu involutieren und gleichzeitig damit wird der 
ganze Koérper durch Sammlung von Trophozyten undurchsichtig. 
Dann verlangert sich der Magen. Die Verlaingerung des Magens 
wird durch Einbeziehung des Duodenums verwirklicht, die Grenze 
zwischen den beiden wird dabei verwischt. Dann erscheint eine 
Schniirung am Ké6rper an der Grenze zwischen Oesophagus und 
Magen, und der ganze Kérper wird damit ungefahr in Thorax und 
Abdomen geteilt. Der Thorakalteil enthdlt den Kiemensack, den 


*) Die GréSe der Kolonien variiert betrachtlich je nach den Fundstellen. 
Sie ist am kleinsten an Shimoda, wo unsere Forschungsstation liegt. 
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Oesophagus, einen Teil des Epicardiums und einen Teil des Rectums, 
widhrend der Abdominalteil den Magen, den Mitteldarm, das Herz, 
einen Teil des Epicardiums und den proximalen Teil des Rectums 
enthadlt. Wd&ahrend der Fortpflanzungszeit werden auch die Gonaden in 
den Abdominalteil einbezogen. Der Abdominalteil wird dann durch 
Schniirungen in einige nacheinanderfolgende Stiicke geteilt. SchlieB- 
lich trennt sich der Abdominalteil vollstandig vom Thorakalteil ab, 
und gleichzeitig zerfallt in Segmente. Diese letzteren erlangen spidter 
die Oberfliche der Kolonie um die Entwicklung zu vollenden. An- 
dererseits regeneriert der Thorax die fehlenden Teile. Da die Abdo- 
minalstiicke, die sich zu neuen Individuen umwandeln, den Digestiv- 
trakt und das Epicardium enthalten, so nennt man diese Art der 
Knospung entero-epicardial. 

Die Knospung tritt ganz plétzlich ein und endet innerhalb 24 
Stunden. Die Entwicklung der Knospen ist auch ziemlich schnell. 
Zwei Tage nach der Trennung ist das neue Einzeltier fast vollstandig 
gebaut, und die Siphonen 6éffnen sich nach auBen 3 Tage nach der 
Trennung. Die Regeneration des Thorakalteiles volizieht sich auch 
ziemlich schnell. 2 Tage nach der Trennung sieht man, daB ein 
kleiner Darm schon geformt ist. 

Wenn man die Entwicklung der Zooide einzeln verfolgt, so sieht 
man, daB sich die Strobilation gewdhnlich mit 17~20-tdgigen In- 
tervallen wiederholt. Doch gibt es auch Individuen, die ldnger 
als 40 Tage gar kein Zeichen der Strobilation aufweisen (vergl. Oka 
und M. Usut, 1944), und solche, die friihzeitig in Strobilation eintreten. 
Es ist klar, daB die Strobilation an keiner bestimmten Entwicklungs- 
stufe gebunden ist, und das weist auf die Méglichkeit hin die Stro- 
bilation kiinstlich auszulésen. | 


EXPERIMENTE 


A. Auslisung der Strobilation durch operative Eingriffe 
1. Entfernung des Thorax 


a. Trennung des Thorax in situ 

Das Tier wurde zwischen Thorax und Abdomen halbiert und die 
weitere Entwicklung des Abdomens wurde beobachtet. Als Kontrolle 
diente ein Tier derselben Kolonie mit anndhernd derselben GréBe. 

Gleich nach der Trennung des Thorax zog sich das Abdomen 
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sehr stark zusammen, es verlaingerte sich aber bald wieder und nach 
2-3 Tagen trat in die Strobilation ein. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
zusammengestellt. 

Aus der Tabelle ersieht man, daB die Trennung des Thorax die 
Strobilation ausliést, und daB gréBere Individuen mehr geneigt sind 
zur Strobilation als jiingere. 


Tabelle 1. Strobilation nach der Trennung des Thorax 
(2 Tage nach der Entfernung) 


| | | Strobiliert 
Gesamte | Nicht strobi- 
Stadien  Zahl liert | Zahl der Knospen 
. ea 3 4 5 6 
A 37 36 1* 
B 30 13 13** 4 
C 56 13 10 22 10 1 
D 22 3 5 ll 
E on 1 2 5 1 
Zusammen: 154 66 88 


* Strobilation trat 3 Tage nach der Trennung der Thorax ein. 
** Ein Individuum davon strobilierte erst 3 Tage nach der Trennung des 


Thorax. 
Kontrolle: 
G | Strobiliert 
esamte | Nicht strobi- 
Stadien Zahl liert Zahl der Knospen 
| 2 3 4 5 6 
A 11 | 11 
17 
C 32 32 
D 10 | 2 2 
Zusammen: 81 76 5 


b. Entfernung des Thorax bei vitalgefarbten Tieren 

Ein Zooid wurde aus der Kolonie herausgenommen und mit 
Nilblausulfat vitalgefarbt. Dann wurde der Thorax abgeschnitten. 
Das isolierte, gefarbte Abdomen wurde dann in die Testa der Original- 
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kolonie riicktransplantiert und seine weitere Entwicklung wurde 
verfolgt. Als Kontrolle diente ein Zooid derselben Kolonie mit an- 
ndhernd derselben GréBe, das nach der Farbung intakt in die Testa 
eingesetzt wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengestellt. 

Auch hier scheint das Abschneiden des Thorax die Strobilation 
auszulésen. 


Tabelle 2. Strobilation nach der Entfernung des 
Thorax bei vitalgefairbten Einzeltieren 
(2 Tage nach der Entfernung) 


| Strobiliert 
Gesamte | Nicht strobi- 
Zahl liert Zahl der Knospen 
2 3 4 5 
A | 3 3 
B | 2 2 
C 26 6 10* 10 
E 3 | 4 
Zusammen: 46 12 34 


* Ein Individuum strobilierte erst 3 Tage nach der Operation. 


Kontrolle: 
esamte Nicht strobi- 7 
Stadien Zahl liert Zahl der Knospen 
| 2 3 4 5 
A 1 1 
B 2 2 
Cc 7 4 1] 2 
D 1 1 
E 3 2 l 
Zusammen: 14 25 4 


2. Entfernung des Postabdomens 


Das Tier wurde zwischen Abdomen und Postabdomen durchge- 
schnitten und die weitere Entwicklung des Tieres wurde beobachtet. 
Das Postabdomen enthalt Herz und wahrend der Fortpflanzungszeit 
auch die Gonaden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammenge- 
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stellt. | 
Wie aus der Tabelle ersichtlich, liste auch die Entfernung des 


Postabdomens die Strobilation in hohem MaBe aus. 


Tabelle 3. Strobilation nach der Entfernung des Postabdomens 
(2 Tage nach der Entfernung) 


; Strobiliert 
G Nicht strobi- 
Stadien liert Zahl der Knospen 
1 2 4 
1 1 
B 9 6 3 
C 14 4 6 3 1 
D 6 1 
E 1 1 
Zusammen: 31 12 | 19 
Kontrolle: 
Strobiliert 
Gesamte | Nicht strobi- 
Stadien Zahl liert Zahl der Knospen 
| 1 2 3 4 
B 3 3 
C 10 10 
D 8 8 
E 3 3 
Zusammen: 24 24 0 


3. Entfernung des Thorax und Postabdomens 


Thorax und Postabdomen wurden gleichzeitig abgeschnitten und 
die Entwicklung des zuriickgebliebenen Abdomens wurde verfolgt. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengestellt. | 

Tabelle 4 zeigt, daB die Strobilation mit fast demselben Pro- 
zentsatz ausgelist wurde, wie bei der Entfernung des Postabdomens 
allein. 


4. Halbierung des Einzeltieres 


Es wurde auch versucht das Einzeltier in der Mitte des Kérpers, 
d.h. zwischen dem Magen und dem Duodenum durchzuschneiden 
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Tabelle 4. Strobilation nach der Entfernung des 
Thorax und des Postabdomens 
(2 Tage nach dem Abschneiden) 


| Strobiliert 
| Nicht strobi- 
Stadien | tiert Zahl der Knospen 
2 3 4 
B 1 1 
C 8 3 4 1 
D 6 1 2 
E 2 | 1 
Zusammen: oe 5 12 
Kontrolle: 
Strobiliert 
Gesamte Nicht strobi- 
Stadien Zahi liert Zahl der Knospen 
2 3 4 
B 1 
C 7 7 
D 6 6 
E 1 
Zusammen: 15 15 0 


und die Entwicklung der beiden Stiicke wurde verfolgt. Dem apikalen 
Stiicke fehlte das Postabdomen, dem basalen der Thorax. Auch in 
diesem Fall wurde oft die Strobilation ausgelést. Z.B. in einem Fall 
wurden aus dem apikalen Stiicke 3, aus dem basalen 2 Knospen 
gebildet. 


5. Verletzung verschiedener Kérperteile 


Anhangsweise wurden Versuche gemacht, entweder den Thorax, 
das Gehirn, den Dorsalstrang, das Epicardium oder die Gonaden 
zu verletzen. Alle diesen Versuche fiihrten zu keiner Strobilation; 
die operierten Tiere reparierten die verletzten Teile schon am 
folgenden Tage. Eine Ausnahme bildeten die Gonaden, die wenigstens 
innerhalb des Beobachtungstermins nicht regeneriert wurden. 
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} | Tabelle 5. Strobilation nach der Hitzeeinwirkung 
(40°C; 3.5 Minuten. 2 Tage nach der Einwirkung) 
Gesamte | Nicht 
| Stadien Zahl liert Zahl der Knospen 
| 1 2 3 
| 2 2 
Cc 7 4 1] 2 
D 11 7 1 
| Zusammen: 20 13 7 
| | (Temperatur des Seewassers: 24.5° C) 
| Kontrolle: 
a | esamte icht strobi- 
| | liert Zahl der Knospen 
| | 1 2 3 
: A | 1 1 | 
q C | 6 5 | 1 
7 Zusammen: 18 1 
| Tabelle 6. Strobilation nach der Hitzeeinwirkung 
. : (40°C; 4.0 Minuten. 2 Tage nach der Einwirkung) 
‘ Strobiliert 
| esamte Nicht strobi- 
Zahl liert Zahl der Knospen 
1 2 3 4 
= 3 2 1 
D 10 3 4 3 
— 
Zusammen: 13 5 8 
(Temperatur des Seewassers: 23.8° C) 
Kontrolle: 
Gesa Nich bi 
mte cht strobi- 
Stadien Zahl liert Zahl der Knospen 
1 2 3 4 
Cc | 3 | 3 | 
D 15 | 14 | 1 
Zusammen: 18 17 1 
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Tabelle 7. Strobilation nach der Hitzeeinwirkung 
(40° C; 4.5 Minuten. 2 Tage nach der Einwirkung) 


Strobiliert 
Gesamt Nicht strobi- 
Stadien Zahl liert Zahi der Knospen Tot 
2 3 
C 2 | 1 1 
D 6 I | 2 2 1 
Zusammen: 8 1 6 1 
(Temperatur des Seewassers: 23.8° C) 
Kontrolle: 
| Strobiliert 
Gesamte Nicht strobi- : 
Stadien | Zahl liert Zahl der Knospen 
1 2 3 
C 2 2 
D 8 8 
Zusammen: 10 10 0 
Tabelle 8. Strobilation nach der Hitzeeinwirkung 
(40°C: 5 Minuten. 2 Tage nach der Einwirkung ) 
| Strobiliert 
Gesamte | Nicht strobi- 
' 1 2 3 4 
A 5 | 1 | 
B 10 7 2 1 
C | 19 4 8 5 2 
D | 19 4 6 6 2 1 
Zusammen: 54 20 31 3 
(Temperatur des Seewassers: 24.6° C) 
Kontrolle: 
| Gesamte cht strobi- 
Stadien Zahl liert Zahl der Knospen 
2 3 4 
A 6 6 | 
B 11 11 
Cc 15 15 | 
D 10 8 1 1 
E 3 3 
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Tabelle 9. Strobilation nach der Hitzeeinwirkung 
(40° C; 5.5 Minuten. 2 Tage nach der Einwirkung) 


Strobiliert 
Gesamte Nicht strobi- 
— Zahl liert Zahl der Knospen Tot 
1 2 3 
A 2 2 
C 4 1 3 
D 0 1 4 
E 1 1 
Zusammen: 12 2 2 | 8 
(Temperatur des Seewassers: 24.5° C) 
Kontrolle: 
Strobiliert 
Gesamte Nicht strobi- — 
Stadion Zahl liert Zahl der Knospen 
1 2 3 
A 1 1 
C | 2 2 
D | 3 3 
Zusammen: 6 6 0 


B. Auslisung der Strobilation durch Hitzeeinwirkung 


Vorversuche mit verschiedenen Temperaturen und verschiedenen 
Dauern hatten ergeben, daB eine Temperatur niedriger als 35°C 
gar keine Wirkung ausiibt, wihrend eine Temperatur héher als 45° C 
selbt fiir kurze Dauer auf die Tiere tétlich wirkt. So verwendeten 
wir die Temperatur 40°C, und variierten die Dauer der Einwirkung 
von 3.5 bis 5.5 Minuten. RSS 

Der Versuch selbst besteht darin, die Glasplatte mit einer Kolonie 
in auf 40°C gewdrmtes Seewasser zu tauchen und nach Ablauf von 
je 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 und 5.5 Minuten in das normale Seewasser (zur 
Zeit der Versuche ca 24°C) zuriickzubringen. Die weitere Entwick- 
lung der Einzeltiere in der Kolonie wurde dann verfolgt. Als Kon- 
trolle diente eine Kolonie von anndherund derselben GréBe. Die 
Ergebnisse sind in Tabellen 5-9 zusammengestellt. 

Die Zahl der behandelten Tiere ist zu klein um eine prozentuale 
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Behandlung zu gestatten, doch ersieht man aus den Tabellen, daB 
1. die Hitze die Strobilation auslést, 2. gréBere d.h. dltere Individuen 
mehr geneigt sind zur Strobilation als kleinere dh. jiingere, 3. je 
langer die Behandlung, desto mehr Strobilation stattfindet, und 4. die 
Tiere eingehen, wenn die Hitzeeinwirkung zu lange dauert. 


BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE 


1. Hdufigkeit der Strobilation 

Wie aus Tabelle 10 ersichtlich, ist die Haufigkeit der Strobila- 
tion bei den operierten bezw. hitzebehandelten Tieren ganz verschieden 
von derjenigen bei den Kontrolltieren. Der operative Eingriff oder 
Hitzebehandlung lést ganz klar die Strobilation aus. 

Man sieht ferner, daB die Hiaufigkeit je nach den GréBen der 
Individuen betrdchtlich variiert. So z.B. im Stadium A strobilierte 
nur zwei Individuen aus 41 operierten (ca 5%) oder ein Individuum 
aus 10 hitzebehandelten (10%). In der Kontrolle fand iiberhaupt 
keine Strobilation unter 20 Individuen statt. Im Stadium D, dagegen, 
strobilierten 40 aus 46 operierten (87%) oder 30 aus 51 hitzebehandel- 
ten Individuen (ca 59%). Bei der Kontrolle strobilierten 7 aus 76 
Individuen (ca 9%). 


Tabelle 10. Hi&ufigkeit der Strobilation 


Art der Strobilierte 

Stadien Behandlung Gesamtzahl Individuen 
Operiert 41 2 
A Hitzebehandelt 10 | 
Kontrolle 20 0 
Operiert 42 20 
B Hitzebehandelt 10 3 
Kontrolle 34 0 
Operiert 104 78 
C Hitzebehandelt 35 20 
Kontrolle 84 4 
Operiert 46 40 
D Hitzebehandelt 51 30 
Kontrolle 76 7 
Operiert 15 13 
E Hitzebehandelt 1 0 
Kontrolle | 17 2 
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2. Die Grosse der Knospen 

Bei normaler Strobilation ist die Lange einer Knospe 0.4-0.6 mm. 
Die letzte, dh. am basalsten liegende Knospe ist linger als die 
anderen, weil das Postabdomen ihr anhdngt. Bei den operierten 
bezw. hitzebehandelten Einzeltieren sind die Knospen etwas ldnger 
als die der nichtoperierten. Doch iiberschreiten sie nicht eine gewisse 
Grenze. Auch hier gibt es keine sehr groBe oder sehr kleine Knospen. 


3. Die Zahl der Knospen | 

Die Strobilation kann, “auBer bei sehr kleinen Individuen, auf 
jede Stufe der Entwicklung stattfinden. Andererseits ist die GréBe 
der Knospen bestimmt. Natiirliche Folge davon ist, daB die Zahl 
der Knospen von der GréBe der Individuen ‘abhingt. Bei normaler 
Strobilation ist die Zahl meistens 5 oder 6, doch 3 oder 4 ist nicht 
selten. Die gréBte Zahl, der wir in der Natur begegneten, ist 8. __ 

Auch bei kiinstlich ausgeliéster Strobilation ist die Zahl der Knos- 
pen von der GréBe der Individuen abhdngig (Tabelle 11). Es gibt 
natiirlich Schwankungen, aber die haufigte Zahl der Knospen bei den 
operierten Tieren war 2 bei Stadium B, 3 bei Stadium C, 4 bei Stadium 
D und 5 bei Stadium E. Die entsprechende Zahl bei den hitzebehande!l- 
ten Tieren war eins bei Stadium B, 2 bei Stadium C und 2 bei Stadium 
D. Also die Zahl der Knospen ist etwas kleiner bei den hitzebehan- 
delten als bei den operierten Tieren. Bei Stadium A ist die Zahl der 
Knospen nicht leicht zu bestimmen, weil erstens durch die ganze 
Versuche hindurch die stattgefundene Strobilation sehr selten war, 
und zweitens beim Abschneiden des Thorax die Bildung einer Knospe 
und die Regeneration praktisch nicht unterscheidbar waren. Vielleicht 
ist die hdufigste Zahl der Knospen bei Stadium A eins. 

Beildufig sei bemerkt, daB die Zahl der Knospen je nach den 
Arten verschieden ist. So bilden die groBen Zooide von Diazona 
violacea von 3 bis 8 Knospen, wdhrend die kleinen Zooide von Eudi- 
stoma violacea und Archidistoma aggregatum nur 2 oder 3 Knospen. 
Auch dabei wirkt die absolute GréBe der Tiere zahlbestimmend 
(vergl. 1951). 


4. Zeit der Strobilation 

Auch die Zeit des Auftretens der Strobilation ist je nach den 
K6rpergréBen verschieden. An den Individuen in Stadium A trat 
die Strobilation 2 oder 3 Tage nach der Behandlung auf. An den 
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Tabelle 11. Zahl der Knospen 


| Art der Zahl der Knospen 
Operiert 1 1 
A Hitzebehandelt 1 
Kontrolle | 
Operiert 16 4 
B Hitzebehandelt 2 1 
Kontrolle | 
C Hitzebehandelt 2 13 5 
Kontrolle a 2 2 
Operiert 5 15 17 3 
D Hitzebehandelt 3 14 11 2 
| Kontrolle l 4 2 
Operiert 1 3 8 1 
E Hitzebehandelt 
Kontrolle : 1 1 


Tabelle 12. Zeit der Strobilation 


Art der Strobiliert nach 
Stadion Behandlung einem Tag 2 Tagen 3 Tagen 
A  Operiert | 1 
| Hitzebehandelt 1 v 
B Operiert 6 13 1 
| Hitzebehandelt 3 
re Operiert 50 27 1 
Hitzebehandelt 13 7 
D Operiert 27 13 
Hitzebehandelt 14 16 
E Operiert 9 4 
Hitzebehandelt 


Individuen in Stadium B trat sie 1, 2 oder 3, meistens 2 Tage nach 
der Behandlung auf. In den Individuen von Stadien C und aufwarts 
trat die Strobilation meistens einen Tag nach der Behandlung aut. 
Hierzu siehe Tabelle 12. 

Aus der Haufigkeit, der Zahl der Knospen und der Zeit des 
Auftretens diirfte wohl die folgende allgemeine Regel aufgestellt 
werden: Die Neigung zur Strobilation steigt mit zunehmender 
K6érpergréBe. 


5. Natur der kiinstlichen Auslisung der Strobilation 
Den Ausgangspunkt unserer Versuche bildete eigentlich - der 
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THE PATTERN OF TRANSFER OF -THE YOLK 
MATERIAL TO THE EMBRYO DURING THE 
DEVELOPMENT OF THE TELEOSTEAN 
FISH, ORYZIAS LATIPES” 


A. MONROY”®, M. ISHIDA anp E. NAKANO 
Biological Institute, Faculty of Science, Nagoya University, Nagoya 


The injection of labeled amino acids into an egg-laying female 
of Oryzias latipes results in a quite strong uptake in the egg ( Naka- 
No, to be published). Since the radioactivity is largely concentrated 
in the yolk, this method offers a good opportunity to investigate the 
pathway of yolk utilization during embryonic development. The 
telolecithal condition of the teleostean egg, together with its small 
size, is a further advantage for such a study. In the Oryzias egg, 
in fact, this makes it possible not only to isolate the embryo from 
the yolk but also to follow quantitatively the exchanges between 
yolk and embryo, while this is hardly possible when the amount of 
yolk is very large, as in the avian egg. As a number of data 
about the metabolism of the Oryzias egg are available (Hisuipa and 
NAKANO, 1954), a correlation between yolk utilization and other 
metabolic events can also be established. For such an investigation 
the Oryzias egg seems then to be a more favourable material than 
the eggs of the amphibians or of the echinoderms, in which a separa- 
tion of the yolk from the other cytoplasmic components thus far 
has not been achieved. Indeed, the available data are based only on 
some indirect evidence 1948; Kursxy, 1950; Kavanau, 1954). 

The results to be reported in this paper have shown that the 
pattern of yolk utilization during the development of Oryzias follows 
quite closely the curve of the oxygen uptake. They have further 
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indicated that the low molecular pool plays an important réle in 
yolk utilization. 


EXPERIMENTAL 


The orange-red variety of Oryzias latipes has been used in these 
experiments. $*-dl-methionine or uniformly labeled C*-1-leucine 
(obtained from the Radiochemical Centre, Amersham, England) was 
injected into the body cavities of egg-laying females. In the early 
experiments, up to 5 uwC per fish were injected; this dosage, however, 
proved to be far too large and the amount was eventually reduced 
to 0.1 uC. The injection was usually given in the morning; collec- 
tion of the fertilized eggs was begun on the second day after the 
. injection and continued until the 5th day. In fact it had been found 
that the maturation of the eggs proceeds in 24 hour-cycles, but in 
the eggs laid on the first day after injection, most of the radioac- 
tivity is present in a trichloroacetic acid (TCA)-soluble fraction. 
From the second day on, the uptake is highest in the TCA-insoluble 
fraction and, although the total radioactivity gradually decreases, 
the percentage activity in this fraction remains practically constant. 

The eggs were washed and allowed to develop in isotonic Ringer 
solution at room temperature until the desired stages were reached. 
For each determination ten eggs were used. They were washed 
with non-radioactive cold 10-*m methionine or leucine and fixed for 
60 seconds in cold 5 per cent TCA in 10-*m methionine or leucine 
to minimize adsorption of the radioactive amino acids during the 
manipulations, and then washed again in the same solution of the 
amino acid. Such a treatment makes it relatively easy to remove 
the membrane and to separate quite cleanly the embryo from the 
yolk. The separated embryos were washed repeatedly with the 
solution of the non-radioactive amino acid and the washings added 
to the yolk fraction. They were then homogenized in cold 5 per 
cent TCA in 10-*m methionine or leucine. Yolk was precipitated 
with cold TCA, 5 per cent final concentration. The precipitate and 
the embryo homogenate were allowed to stand for about 30 minutes 
in the refrigerator, centrifuged, re-suspended in 5 per cent TCA and 
centrifuged again. The TCA supernatants, together with the wash- 
ings, were shaken three times with ether to remove TCA and plated 
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quantitatively on planchets. In the methionine experiments the pre- 
cipitates were dissolved in dilute ammonia and sodium thioglycholate 
was added to a 0.2m final concentration and the solution left over- 
night in the refrigerator. They were then re-precipitated with TCA, 
5 per cent final concentration, centrifuged, dissolved in concentrated 
ammonia and plated on planchets. In the leucine experiments the 
precipitates were also dissolved in 0.1 N ammonia but re-precipitated 
immediately with TCA and the precipitates dissolved and plated. 
Activities were measured with a windowless gas-flow counter (TEN 
SA-200 A type scaler). No correction for self-absorption was neces- 
sary. Activities was calculated as counts per minute per egg. 

For the identification of the stages of development, reference 
was made to the tables of Matsui (1949). 


RESULTS 


The first point to be noted is that no loss of radioactivity from 
the eggs occurs in the course of development. 

In preliminary experiments of the methionine series it was found 
that the radioactivity that remained in the membranes isolated by 
the method described above, even after an overnight treatment with 
sodium thioglycholate, ranged from 7.6 to 10.7 per cent of the total 
radioactivity. It is difficult to say whether this has to be consi- 
dered as an actual uptake by the membranes or as a contamination 
during the isolation procedure. In the following experiments the 
membranes were discarded (after repeated washings to ensure mini- 
mum loss of yolk material). : 

The radioactivity was measured on the TCA-insoluble fractions 
of the embryo (called embryo”) and of the yolk (called “yolk’), 
and on the TCA-soluble fractions of the yolk (called “pool”) and of 
the embryo. The sum of the radioactivities of these fractions was 
taken. as the “total” reference value. This reference has been consi- 
dered more accurate than taking as a reference the total radioactivity 
measured on a separate group of eggs. In fact, when the eggs laid 
by a number of females were pooled in the present experiments, it 
was found that a quite large variability in the total uptake occurs 
among the eggs of different females. In one experiment (injection 
of 0.1 uC of S*-methionine), the radioactivity measured on single eggs 
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crushed on the planchets ranged from 162 to 442 c.p.m. per egg. 
The relative distribution of the radioactivity of these fractions 
in the course of development is indicated in the two diagramms 
(Figs. 1 and 2). : 
In the early stages of development, both in the leucine and in 
the methionine experiments, 90 per cent of the radioactivity ‘is 
present in the yolk. The pool accounts for about 8 per cent of the 
radioactivity while about 2 per cent is present in the embryo. Very 
little if any radioactivity is found in the TCA-soluble fraction of the 
embryo. Practically no changes in the distribution of the radio- 
activity among the different fractions occur during gastrulation. 
Between stage 20 (closure of the blastopore) and stage 24 (beginning 
of the heart beat), a sudden and marked drop in radioactivity takes 
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Fig. 1. Changes in the relative distribution of radioactivity (S*5-methionine) 

in yolk (@), pool (CQ) and embryo (@) during the development of Oryzias 

latipes. The dotted line indicates the pattern of oxygen uptake according to 

HISHIDA and NAKANO, 1954. HB: beginning of heart beat; C: beginning of 
circulation. 
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Fig..2. Changes in the relative distribution of radioactivity (C'-leucine) in 
yolk, pool and embryo during the development of Oryzias latipes. Symbols 
as in Fig. 1. 


place in the yolk, while the radioactivity of the embryo begins to 
undergo a gradual increase. The radioactivity of the pool increases 
rapidly, beginning also at stage 20 and, in the leucine experiments, 
reaches a maximum between stage 22 (9 somites) and stage 24; -it 
then declines rapidly so that at stage 25 (beginning of circulation) 
the radioactivity is in most cases lower than that of the embryo. 
In the methionine experiments, the maximum of the radioactivity 
of the pool is also reached between stage 22 and stage 24, but the 
decline is slower and it is only between stage 27 and 28 (circulation 
completely established) that its radioactivity falls below that of the 
embryo. In the later stages of development, the radioactivity of the 
pool continues to undergo a slight but continuous decline. 

As previously mentioned, the radioactivity of the embryo begins 
to increase at about stage 20, and until stage 24 the rise is fairly 
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rapid. From this stage until stage 27-28 in the methionine experi- 
ments and until stage 29 (spontaneous movements of the pectoral 
fins) in the leucine experiments, the increase is less steep. From 
stage 28-29 the curve indicates a more rapid increase. 

The radioactivity of the yolk, after having undergone a sudden 
drop between stages 20 and 24, remains constant until abou tstage 
29, when a rapid decline begins that corresponds to the rapid in- 
crease of the radioactivity of the embryo. 

The radioactivity of the TCA-soluble fraction of the embryo 
remains very low throughout development, never exceeding 5 per 


cent of the total radioactivity. 


DIscussION 


The present experiments indicate that during the early phase of 
development of Oryzias latipes, the yolk does not contribute to the 
synthesis of the embryonic proteins. Indeed, until completion of 
gastrulation, there is practically no exchange of radioactivity among 
yolk, pool and embryo. It may be noted that during the same period 
oxygen consumption undergoes only a slight increase (HisHipa and 
NAKANO, 1954). The situation may be different in the case of phos- 
phorus compounds. Observations by Kutsxy (1950) on Rana pipiens, 
using P*, have shown that an active turnover of the phosphoprotein 
in the yolk begins in the early stages of development. Similar 
results have been reported by YamMAGAmI (1960a, b) on fish eggs. 

Between stages 20 and 24 of Oryzias the radioactivity of the yolk | 
undergoes a sudden drop followed by a long stationary phase, cover- 
ing the whole period until the complete establishment of the blood 
circulation. The first drop in the radioactivity of the yolk is coin- 
cident with the beginning of an increase in the radioactivity of the 
embryo and also with a considerable rise in the radioactivity of the 
pool. This seems to indicate that the embryonic proteins are begin- 
ning to be synthesized at the expense of the material derived from 
the yolk. Furthermore, the facts that the radioactivity of the pool 
is higher than that of the embryo and that it declines slowly while 
at the same time the radioactivity of the embryo increases, suggest 
that the breakdown products of the yolk are utilized for the syn- 
theses of the embryo via the pool. It may be that the exponential 
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rise of the respiratory activity of the egg (HisHipa and NakKANo, 
1954) that coincides with this phase has a causal relationship with 
the yolk utilization. In fact, as pointed out by Boeri (1955), the 
synthesis of embryonic material from yolk should result in an in- 
creased oxygen consumption. Furthermore, the respiratory quotient 
from this stage on has been found to have a rather low value (0.7), 
indicating a quite active lipid and/or protein metabolism (HisHipa 
and NAKANO, 1954). 

Between stages 25 and 27, when the functioning of the circulatory 
system has started but is not yet fully established, the isotope uptake 
into the embryo proceeds at a low rate and the oxygen uptake in- 
creases at a rather low rate during the same time interval (HisHipa 
and NAKANO, 1954) and, as already pointed out, the radioactivity of 
the yolk remains constant. This is in good agreement with the 
suggested relationship between yolk utilization and the rate of oxygen 
uptake. It seems worth mentioning that, according to the present . 
observations, the beginning of the functioning of the circulatory 
system does not mark any increase in the rate of utilization of the 
yolk. 

A rapid reduction of the yolk sac becomes noticeable between 
stages 28 and 29. Indeed, a second phase of rapid yolk breakdown 
begins at this time, and this is accompanied by a more rapid in- 
crease in the radioactivity of the embryo. At this stage the respira- 
tory curve indicates the onset of the second exponential rise of the 
oxygen uptake and a number of enzymatic activities have also been 
found to undergo activation (HisHipa and NaKano, 1954). 

Although there is no direct evidence, it may be assumed that 
in this phase of the development the breakdown products of the yolk 
may reach the embryo through the pool. Since the radioactivity of 
the pool from this stage on remains practically constant, the pool 
may be considered to be balanced between the yolk and the embryo. 
A study of the pool in the course of development is presently un- 
derway. The results thus far obtained indicate that, both in the 
leucine and in the methionine experiments, the radioactivity is 
mainly concentrated in peptides, and only small amounts of the 
free radioactive amino acids are found. 
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SUMMARY 


S*-methionine and C-leucine have been incorporated into the 
eggs of Oryzias latipes by injection into egg-laying females. Most 
of the radioactivity is found in the yolk. A first drop in the radio- 
activity of the yolk and a parallel increase in the radioactivity of 
the embryo and of the low molecular pool occur between the closure 
of the blastopore and the beginning of the heart beat. From this 
latter stage on and until just before the completion of the circulatory 
system, the radioactivity of the embryo increases slowly at the 
expense of the radioactivity of the pool. During the same period 
the radioactivity of the yolk does not show much change. After 
the circulatory system begins to function, the radioactivity of the 
yolk undergoes a rapid decrease while the radioactivity of the em- 
bryo exhibits a rapid rise. The similarity between this curve and 
that of the oxygen uptake is pointed out, and the rdle of the pool 
in the utilization of the yolk material by the embryo is emphasized. 
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Comitato nazionale per l’'Energia nucleare, Divisione biologica, 
Gruppo di ricerca per l Embriologia, Frascati, Roma, Italia 


Im Friihling 1939, als ich in der herzlichen, jugendfrischen At- 
mosphdre des zoologischen Instituts zu Freiburg, die sich noch der 
letzten Monate des Friedens in Deutschland und Europa erfreute, 
unter der Fiihrung von Orro MANGOLD und seiner jungen Mitarbeiter, 
von denen einige spdéter im Krieg fielen, die Technik der experi- 
mentellen Embryologie lernte, bediente ich mich nach dem Brauch 
der Schule SpEMANNs und MANGOLDs des Tritoneies. 

Ich lernte damals erkennen, wie giinstig die Wahl dieses wun- 
derbaren Untersuchungsmaterials war, wegen seiner betrachtlichen 
GréBe und der Geschmeidigkeit, mit der es sich an die Wiinsche des 
Forschers anpaBt: es kann in einzelne Zellen oder in verschiedene 
Stiicke geteilt werden und die so erhaltenen Isolate differenzieren 
sich weiter; die Stiicke desselben Eies kénnen rekombiniert oder 
mit denen eines anderen zusammengesetzt werden. Die geschickt 
ausgewerteten Kombinationen erleichtern die Lésung der komplizier- 
testen Probleme der Determinierung und der Induktion. 

GroB war die Geschicklichkeit der Embryologen gewesen, die 
den Vorteil ahnten, das Ei des Molches und anderer Amphibien fiir 
solche Probleme zu benutzen und die feinsten Instrumente verfeiner- 
ten: wunderbar ist aber auch die Widerstandsfihigkeit der embryo- 
nalen Zellen die, nachdem sie getrennt und auf meist seltsame und 
unnatiirliche Weise wieder zusammengesetzt werden, in wenigen 
Minuten unter dem Druck einer Glasbriicke spurlos die Wunden 
heilen: erst spdter enthiillt ihre Entwicklung die Wirkungen des 
vorhergehenden Eingriffs dem Forscher, der gespannt am Binokular 
auf das Verhalten seines Werkes wartet. 

Noch heute hat das Tritonei nicht aufgehért, seine Wunder zu 
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zeigen und noch immer liefert es in Heiligenberg am Bodensee den 
erfahrenen Handen der deutschen Embryologen und ausléindischen 
Gasten prachtige Erfolge. | | 

Schon damals fragte ich mich, ob es méglich ware, mit 4hnlichen 
Methoden Probleme der kausalen Embryologie bei den Sé&ugetieren 
zu studieren. Obwohl zahlreiche Resultate, die bei den Amphibien 
erreicht wurden, einen allgemeinen Wert besitzen, gibt es besondere 
Fragen, die Warmbliiter betreffen und gleichartige Methoden verlan- 
gen, die aber groBen technischen Schwierigkeiten begegnen. 

Die auBerordentliche Kleinheit der Eier und der daraus ent- 
standenen Zellen, die groBe Schwierigkeit oder gar Unmédglichkeit, 
sehr feine Eingriffe auszufiihren, die Notwendigkeit auf die Schwan- 
gerschaft zu wirken, ohne sicher zu sein, daB die erzeugten Effekte 
reversibel sind, alles das stellt ein groBes Hindernis dar, embryo- 
logische Untersuchungen auf die Sd&éugetiere auszudehnen, die die 
Herstellung nicht nur von Defekten, sondern vor allem von Isolaten 
und Rekombinationen erfordern. 

Jedoch, als ich mich nach ungeféhr zehn Jahren, zu Beginn des 
unsicheren Friedens, der dem Krieg folgte, zu einem anderen em- 
bryologischen Laboratorium wandte, dem Strangeways Laboratory 
zu Cambridge, von Fraulein Dr. FEL. geleitet, iiberzeugte ich mich, 
daB auch im Gebiet der Warmbliiterembryologie eine experimentelle 
Methode existiert, die mit einer ebenso verfeinerten wie schonenden 
Technik gestattet, Eingriffe auszufiihren, deren Resultat ein Isolat 
oder eine Rekombination ist, so daB dAhnliche Probleme wie bei den 
Amphibien iiber die Entwicklungsprozesse der Vogel und Sdugetiere 
angepackt werden kénnen. 

Es ist im jetzigen Zeitpunkt noch sehr schwierig, der Entwick- 
lung eines isolierten Eies oder einer Blastomere eines Sdugetieres 
im lebenden Zustande zu folgen, nachdem sie aus dem Eileiter 
herausgenommen sind (Abb. 1), noch schwieriger, experimentelle 
Eingriffe daran auszufiihren und langere Zeit die Entwicklung in 
vitro weitergehen zu lassen; jedoch ist es verhdltnismdBig leichter, 
unter geeigneten Bedingungen ein einzelnes Organ vom ganzen 
Embryo zu isolieren, wenn sein Entwicklungsstadium geniigend 
vorgeschritten ist, daB seine Anlage erkennbar ist und ohne bemer- 
kenswerte Verletzungen herausgenommen werden kann, aber zugleich 
noch friih genug ist,,um zu erlauben, daB seine Entwicklung in vitro 
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ohne die Hilfe der Blutversorgung und der normalen Beziehung zu 
anderen Organen fortfahren kann. 


Abb. 1. Miauseei, aus dem 
Eileiter im Stadium von 
4 Blastomeren gewonnen 
(a) und nach 8 Stunden 
Kultur (6b), wenn das 
Stadium von 8 Blasto- 
meren erreicht ist. Ver- 
gréBerung 255x. (Aus 
einem mikrokinematogra- 
phischen Film von Friéu- 
lein Dr. A. CASSINI). 


Neue Untersuchungswege sind bei dieser Methode, der Organ- 
kultur in vitro, gebahnt worden: die Isolation und die Rekombination, 
auBer dem einfacheren Defektexperiment, sind auch bei den Warm- 
bliitern méglich gewesen. 

Indem man die Entwicklung eines isolierten Organes eine ge- 
wisse Zeit lang verfolgt, kann man das Determinierungsniveau erken- 
nen, das auf einem gewissen Entwicklungsstadium erreicht ist. Auf 
diese Weise wurde bewiesen, um nur etliche Beispiele anzufiihren, 
daB die Speicheldriisen die Schleimsekretion beginnen kénnen 
(BorGHEsSE 1950a) und die Darmzellen in der Lage sind, die entero- 
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chromaffine Substanz zu synthetisieren (MoneEs1 1960 a, b; Abb. 2), auch 
wenn die betreffenden Organe in einem Stadium explantiert wurden, 
wo solche Tatigkeiten noch nicht morphologisch erkennbar waren. 


Abb. 2. Schnitt eines Stiickes 
von embryonalem Hiihnerdarm 
(Nabelschleife) am 13. Bebrt- 
tungstag explantiert und 5 
Tage kultiviert. Eine entero- 
chromaffine Zelle, die wihrend 
der Kultur erschienen ist. 
Versilberungsmethode nach 
MASSON-HAMPERL. Vergr6é- 
Berung. 2600x. (Aus MONESI, 
1960 a, mit der Erlaubnis von 
Monit. zool. ital.) 


Mit einer umstiandlicheren Technik kénnen auch Rekombina- 
tionsexperimente durchgefiihrt werden, besonders seitdem die 
Trypsindissoziation verschiedener Komponenten desselben KO6rper- 
teiles (Moscona 1952) erlaubt hat, ein Organ in seine Teile ausein- 
and2rzunehmen (Abb. 3) und neue Ejinheiten aus verschiedenen 
Teilen desselben Organs (Abb. 4) oder anderer Organe wieder 
zusammenzusetzen (GROBSTEIN 1953, 1955a, Moscona 1957). 

Auf diese Weise b2obachtete man zum Beispiel den morphoge- 
netischen Effekt, den das Mesenchym unter gewissen Bedingungen 
auf das Epithel eines sich entwickelnden Organs ausiibt, wie bei der 
Speicheldriise (BorGHEsE 1950 b) oder der Lunge der Méause .(Gros- 
STEIN, 1955b, Atescio und Cassini, 1961) oder auch die Tendenz 
von gleichgewebigen Zellen, nachdem sie ganz dissoziiert wurden, 
sich wiederzuvereinigen, als ob sie sich erkennten, sogar wenn sie 
zu veschiedenen Tierarten gehéren (Moscona 1957, 1960). 

GroB sind die Médglichkeiten dieser Forschungsmethoden, die 
schon seit ein paar Jahrzehnten im Gebrauch sind, aber noch immer 
in Bliite stehen und ihre Fruchtbarkeit noch nicht erschépft haben. 
Der ,,Assoziation und Dissoziation der Organe“ bei dieser Technik 
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Abb. 4.  Rekombination von 
epithelialem Bronchialbaum 
und von Mesenchym’ von 
Mauselunge, in kleine Stiicke 
geteilt (Explantation am 12. 
Tage der Tragezeit). In leben- 
dem Zustande photographiert. 
VergréBerung 45~x. (Aus 
ALESCIO und CASSINI, un- 
verdffentlicht }. 


Abb. 3. Epithelialer Bronchial- 
baum einer Méauselungenan- 
lage, explantiert am 12. Tage 
der ‘Tragezeit und mittels 
Trypsinbehandlung vom Mesen- 
chym gesondert. In lebendem 
Zustand photographiert. Ver- 
gréCerung 45x. (Aus ALESCIO 
und CASSINI, unveréffentlicht). 
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wurde letztes Jahr ein ganzes Symposium des ,,Collége de France“ 
gewidmet (Wo Fr, 1961). 

AuBer der Anwendung dieser Methode auf die allgemeinen 
Probleme der kausalen Embryologie, ist es heute mdglich, neue 
Anwendungen von ihr im Gebiete der Radiobiologie der Embryonen 
zu erschlieBen, die eine schon dltere Wissenschaft ist, aber in neuerer 
Zeit durch die Vermehrung der Nuclearforschungsanstalten geférdert 
wurde. 

Die zahlreiche Literatur, die seit der Entdeckung der X-Strahlen 
und deren Anwendung auf die Medizin iiber ihre schaddliche Wirkung 
auf den sich entwickelnden Embryo publiziert wurde, sammelt die 
Kenntnisse, die aus den Beobachtungen von neugeborenen Tieren 
und manchmal auch Menschen nach einer experimentellen oder 
unabsichtlichen Bestrahlung der Mutter wihrend der Schwangerschaft 
erworben wurden. 

Wichtige Erfahrungen wurden auf diese Weise gesammelt, die 
die allgemeine Wirkung der Strahlen auf den ganzen Embryo oder 
auf seine zusammenhdngenden Organe erweisen. Aber es ist gut 
bekannt, daB seit den friihen embryonalen Stadien eine fortwaihrende 
Wechselwirkung zwischen den Teilen des Organismus stattfindet, 
so daB es praktisch unmdglich ist, die primadren Wirkungen von 
den nachfolgenden zu unterscheiden. 

Infolge des Fortschrittes der Embryologie und der Modglichkeit, 
dem Verhalten einzelner Organe unabhingig vom ganzen Organismus 
zu folgen, ist es heutzutage méglich, weiter in die Einzelheiten zu 
gehen und etwas mehr iiber den isolierten Effekt der Bestrahlung 
eines einzelnen Organs kennenzulernen, wenn die Wirkungen 
zwischen ihm und den iibrigen Teilen des Kérpers ausgeschlossen 
sind. 

Die Organkultur kann helfen, einen kleinen Fortschritt in diesem 
Sinne zu machen. In der Tat, nachdem mit vorlaufigen Experimenten 
das geeignetste Stadium fiir die Explantation und die optimalen 
Kulturbedingungen eines Organes gefunden sind, ist es médglich, 
einerseits eine Kultur einer Bestrahlung zu unterziehen und dann 
ihre Entwicklung zu verfolgen, andererseits die Wirkung der Strah- 
lung zu beobachten, wenn sie dem ganzen KO6rper in utero eingegeben 
wurde, und die Erfolge zu vergleichen. 

Als die biologische Abteilung des Nationalen Komitees fiir 
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Nucleare Energie (C.N.E.N.) beschloB, ein Laboratorium in Frascati 
bei Rom zu griinden, in dem die Wirkung der ionisierenden Bestrah- 
lungen auf die embryonale Entwicklung studiert werden sollte, 
erschien es zweckmadBig, unter den Forschungsmethoden auch die 
Organkultur zu gebrauchen. 

In diesem Laboratorium haben neulich meine Mitarbeiter ALEscio 
und Lapu(1961) eine Forschungsarbeit beendet, in der sie die Wirkung 
der Gammastrahlen auf die isolierte Maduselunge studiert haben. Es 
sei mir erlaubt, hier als Beispiel solcher Art der Forschung einige 
vorliufige Resultate mitzuteilen. 

In einer vorhergehenden Arbeit hatte ALtescio (1960a,b) schon 
erwiesen, daB die Miuselunge, am 12. Tage der embryonalen Ent- 
wicklung explantiert, ihre Entwicklung in vitro mit einer geniigenden 
Ahnlichkeit mit den normalen Bedingungen fortsetzt. Jetzt hat er 
den Strahleneffekt studiert. Eine sehr hohe Gammastrahlung von 
Co®, ungefahr 800 r, die, wenn sie einem schwangeren Mauseweibchen 
am 12. Tage der Tragezeit verabreicht wird, die Embryonen im 
ganzen sehr stark schddigt, aber keine Wirkung auf die Lungen 
beweist, erzeugt dagegen regelmdBig in der isolierten in vitro 
kultivierten Lunge sehr charakteristische Verinderungen. 

Im Stadium der Explantation der Lunge hat die Verzweigung 
der Bronchien kaum begonnen: von den primdren Bronchien ragen 
wie hohle Knospen die Anfinge der sekundéiren Bronchien empor 
(Abb. 5). W&ahrend der Kultur, die bis sechs Tage fortgefiihrt 
werden kann, verzweigen sich die Bronchien weiter sehr aktiv (Abb. 
6) und auch die Differenzierung des Bronchienepithels geht regel- 
madBig vor sich. Wenn dagegen die Lunge, soeben explantiert, der 
Bestrahlung unterzogen und nachher wie die Kontrollen kultiviert 
wird, kommt der VerzweigungsprozeB fast vollstandig zum Stillstand, 
so daB nach drei Tagen Kultur, sich der Bronchialbaum nicht 
wesentlich von einem des Anfangstadiums unterscheidet (Abb. 7), 
auBerdem sind die Bronchien, die bei den Kontrollen hohl sind, bei 
den bestrahlten Lungen voll von Material, das, wie Schnitte beweisen, 
aus Zelltriimmern besteht. 

Eine sorgfaltige Priifung der Schnittpraparate der Kultur beweist 
unter anderem einen deutlichen Empfindlichkeitsunterschied zwischen 
Epithel und Mesenchym in den aufeinanderfolgenden Phasen der 
Kultur. 
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Abb. 5. Zeichnung des Bron- Abb. 6. Embryonale Mauselunge, am 11 3 
chialbaumes einer embryo- Tage der Tragezeit explantiert und drei 
nalen Méauselunge, am 114 Tage kultiviert. Der Verzweigungs- 
Tage der Tragezeit. Vergré- prozeB ist sehr vorgeschritten, Ver- 
Berung 45x. (Aus ALESCIO, gréBerung 36x. (Aus ALESCIO und LADU, 
1960 b, mit der Erlaubnis von unver6dffentlicht ). 


Verh. anat. Gesell.) 


Abb. 7. Embroyonale 
Maduselunge, am 12. Tage 
der Tragezeit explan- 
tiert, mit ungefaihr 800 
r Gammastrahlen von 1 

| 


Co® behandelt und drei 
Tage kultiviert. Der Ver- 
zweigungsprozeb ist 
zum Stillstand gekom- 
men und die Héhlen der 
Bronchien sind  aus- 
gefullt. Vergréf8erung 
45x. (Aus ALESCIO 
und LADU, unverdffent- 
licht). 
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Das Lungenepithel zeigt eine friihe Empfindlichkeit den Strahlen 
gegeniiber, so daB® man drei Stunden nach der Behandlung eine 
deutliche Degeneration der Zellen des Bronchienepithels beobachtet, 
wihrend im Mesenchym keine Schaddigung erkennbar ist. Nach zwei 
Tagen ist die Lage umgekehrt: im Epithel sind die Pycnosen fast 
verschwunden, und einige Mitosen weisen auf eine Zellregeneration 
hin, welche die in die Lichtung der Bronchien gefallenen Zellen 
ersetzt; dagegen beginnt das Mesenchym in einer irreversiblen Weise 
zu degenerieren. 

In der heutigen erneuerten Bliite der radiobiologischen Forschung 
wird man unter anderen auch die Methode der Organkultur benutzen 
kénnen, deren Fruchtbarkeit nur vorausgeahnt werden kann; und 
man kann auch hoffen, auf diese Weise neue Kenntnisse iiber die 
Biologie der embryonalen Entwicklung zu erreichen. 


SUMMARY 


The classical methods of experimental embryology in amphibia 
are discussed, with relation to the results obtained, especially by 
SPEMANN’S and MANGco_Lp’s school, by means of microsurgical treat- 
ment of the newt egg. This lends itself to very complicated pro- 
cedures, because of its extraordinary adaptability and resistance. 
In the embryology of warm-blooded animals more technical difficulties 
are to be overcome: but, whereas early stages of development cannot 
so far be submitted to very fine operations, the culture in vitro of 
isolated organs represents a very fruitful method of experimental 
embryology, which allows isolation and recombination experiments 
to be performed. 

Some examples are quoted, showing that the culture of isolated 
organs may indicate the degree of determination reached at a given 
developmental stage; and others concerning results obtained by the 
recombination of parts, separated by trypsinization. | 

The culture of embryonic organs may also be employed in 
radiobiological experiments. It allows one to tackle the problem of 
distinguishing what, in the damage which follows irradiation of an 
embryo, depends upon the direct action on a given organ and what 
is part of the general action on the whole embryo. As an example of 
this type of research the results obtained by Avescio and Lapu at the 


168 | ELIO BORGHESE 


embryological laboratory of the CNEN of Frascati are summarized, 
concerning the embryonic mouse lung, isolated at the 12th day of 
gestation and treated, before cultivation, with gamma rays from 
radioactive cobalt. 
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\. DIFFERENTIAL PROLIFERATION OF THE 
EPENDYMA IN THE DEVELOPING NEURAL 
TUBE OF AMPHIBIAN EMBRYO 


HIROSI TAKAYA anp TOSHIKO WATANABE 
Biological Laboratory, Konan University, Kobe 


INTRODUCTION 


In the developing embryo of Amphibia, growth of the neural 
tube has been shown to take place mainly through proliferation of 
the innermost layers of walls, the so-called ependyma. This fact 
leads us further to assume that the ependymal proliferation may 
bear significance for forming the regional difference of the central 
nervous system. In fact, it is demonstrated by V. HAMBuRGER (1948) 
that during formation of the spinal cord of chick embryo, there 
occurs differential proliferation of ependyma in such a way that the 
parts of ependyma lining thicker walls undergo proliferation far more 
actively than those coating thinner walls of the neural tube. Since 
no such evidence seems to have been found in the case of amphibian 
embryo, the present authors tried to investigate whether, in the 
growth period of the central nervous system of Triturus embryo, 
there occurs any differential proliferation of the ependyma bearing 
significance for the morphogenesis of the nervous system. Inasmuch 
as the brachial part of the neural plate was able, in explantation, — 
to form varied types of neural structure (ref. H. Takaya 1955, 1956 
a, b, 57), it was thought convenient to use similar explants to make 
accurate comparison of difference of the ependymal proliferation if 
it occurred at all. The results disclosed that marked differences of 
proliferation were existing in these explants even when they were 
derived from the same source. In the following, therefore, the results 
will be described in some detail. 


MATERIALS AND METHOD 


Neurulae of T7riturus pyrrhogaster alone were employed. Explantation of 
the middle part of neural plate was made by depriving part or whole of the 
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mesodermal underlying. After cultivation from 5 to 8 days the explants were 
fixed with BOUIN’s fluid. Paraffin sections of 15 w thickness were prepared. 
Staining was with Blauschwarz. Rates of the neural proliferation were 
determined by counting mitotic figures and cell-number of the walls of neural 
tube. On account of spaucity of mitoses the counting was made always with 
5 consecutive sections of explants. 


EXPERIMENTAL RESULTS 


All the explants of neural plate underwent full differentiation 
even if they were made by depriving whole of the mesodermal 
underlying. But the neural structures produced in these explants 
were not uniform showing great variance. Some formed solid mass 
of neural tissue while others produced expanded vesicle with thin 
walls. Between these two extremes were found a large number of 
different structures, some resembling the deuterencephalon and other 
the spinal cord. Further, it was striking that these differences of 
the neural structures were found to be always accompanied by 
either one of the following two facts: 1) presence or absence of 
mesenchymes and 2) presence or absence of muscle tissues within 
mesenchymes. Whereas presence of abundant mesenchyme was 
always accompanied by the formation of a neural vesicle with thin 
walls, complete absence of it always correlated with the production 
of a solid mass of neural tissue. Such formation of a neural mass 
was not disturbed by the presence of muscles and notochord so far 
as mesenchymes were absent. But when muscles were formed 
together with mesenchymes, walls of the neural tubes became thick- 
ened only in the area where muscles closely adhered, while the 
other areas directly attaching to mesenchymes remained thin. 

Under these conditions, shapes of the neural tubes produced 
were varied in accordance with different distribution of muscle 
tissues with respect to the tube. In the present explants, therefore, 
many other types of neural tubes were brought about than those 
which resembled deuterencephalon or spinal cord. 

Investigation on the distribution of mitoses was carried out in 
the following 4 different types of neural structures: 1) expanded 
vesicle with thin walls, 2) neural tube with the walls which were 
very thick only on one side but very thin on the other sides, 3) 
neural tube with the walls thickened bilaterally such as is found in 
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the spinal cord, and 4) solid mass of neural cells. In all these cases 
mitotic figures were actually met with, but they were found to be 
located exclusively in the innermost layers, the so-called germinative 
layers of the neural tube. So far as our investigation was con- 
cerned, there was none in which mitosis was met with in the middle 
and outer layers of the tube. Further it was striking that even 
within the germinative layers, mitotic distribution was generally 
unequal. To make quantitative representation of the unequal dis- 
tribution of mitoses in the ependyma, walls of the neural tube in- 
vestigated were divided into 8 sectors of nearly equal size, and in 
each sector total number of the neural cells and numbers of ependy- 
mal cells and mitoses were counted. Inasmuch as the neural tubes 
were, at the developmental stage examined, composed of relatively 
small numbers of cells, the counting was made always in 5 consecu- 
tive sections of explants. Numerical results of the counting are 
shown in the accompanying table and are graphically represented 
in Fig. 1. 

In all the explants examined, as seen in the table, numbers of 
the ependymal cells were nearly equal in respective sectors of the 
neural tube, while frequencies of mitoses varied greatly. Therefore, 
the ratio mitoses to total ependymal cells showed remarkable change 
in different sectors of the tube. Further it should be mentioned 
that this change of ratio was always proportional to the total number 
of the neural cells contained in respective sectors of the tube walls. 
In other words, it was found to be a rule that the ratios were always 
higher in those sectors of thicker walls with crowded cells than 
those of thinner ones with scanty cells. 

This rule was found to hold true in all cases of the present 
explants without exception. No discrepancy was met with through 
difference of the types of neural structures produced. Thus in neural 
tubes the walls of which were thick only on one side, the other 
sides being very thin, the highest rate of proliferation was met with 
in only one area of the ependyma lining the thickest wall (Fig. 1. B). 
But when thickening of the neural walls was bilateral taking place 
on two sides, such as is illustrated in Fig. 1, A, the highest rates 
of proliferation were found also in two areas of the ependyma. It 
goes without stating that in neural vesicles the walls of which were 
uniformly very thin, rates of proliferation were also very low and 
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Sectors of the neural wall 
Fig. 1. Diagrams of cross section of 3 different types of neural tube to 
show 8 sectors prepared for counting cells of tube walls. 


Curves below represent ratios of mitoses to ependymal cells in respective 

sectors in these 3 types of neural tube. Numerical data are shown in the 

accompanying table. Abscissa: sectors of neural walls. Ordinate: ratios 
of mitoses to ependymal cells. 


moreover were nearly uniform on all areas of the ependyma (Fig. 
1, C). On the contrary, when a solid mass of neural tissue contain- 
ing a large number of cells was formed, proliferation rates were 
always very high in nearly whole areas of the ependyma (ref. Table). 

The results above described clearly demonstrate that in explants 
of the same area of the neural plate, rates of the neural prolifera- 
tion are not the same but varied greatly in individual cases. Hence, 
it is natural to assume that in the differentiating neural tubes proli- 
feration rate is in no way predetermined in any areas of the epen- 
dyma. On the contrary, the facts that rates of the ependymal proli- 
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feration showed change whenever mesodermal tissues surrounding 
the neural tubes were changed and that the areas of the epen- 
dyma showing higher rates of proliferation always corresponded 
to those of the tube-walls which were thicker than the others, ap- 
parently indicate that the rate of ependymal proliferation is deter- 
mined under influence of the mesodermal surrounding. If this is 
accepted, it may be safe to state that during differentiation of the 
neural tubes there occurs, probably through influence of the sur- 
rounding mesoderms, differential proliferation of the ependyma which 
results in different thickness of the tube walls and ultimately in the 
production of different types of neural structures. 


DISCUSSION 


The results of our experiment confirmed again the fact already 
known that growth of the differentiating neural tube is made mainly 
through proliferation of the ependyma. Our results evidenced 
further that the ependymal proliferation takes place differentially 
in different areas of the neural tube. It was a general rule in our 
experiment that the ependymal layers lining thicker walls of the 
‘neural tube invariably represent higher rates of neural proliferation 
than those lining thinner walls. The same has already been found 
by V. HAMBURGER (1948) in the differentiating spinal cord of chick 
embryo. Therefore, it can be stated that in amphibian embryo 
similarly as in avian one, the ependymal proliferation is always 
differential when tube-walls of different thickness are produced. 


In our experiment all the explants examined were taken from 
the same level of the neural plate. Nevertheless the patterns of 
neural proliferation actually brought about were not always the 
same but were greatly varied in individual cases. This fact is 
considered as an apparent indication that no patterns of the differ- 
ential proliferation is predetermined in the explanted piece of neural 
plate. At the same time, it can be surmised that proliferation pat- 
tern of the differentiating neural tube is changed under influence 
of the surrounding mesoderms. As already pointed out by H. Taxaya 
(1955, 56a, b, °57) and confirmed also in this experiment, in ex- 
plantation of the neural plate different types of the neural structures 
are realized only when conditions of the surrounding mesoderms 
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are different. 

Of the mesodermal tissues the mesenchyme seems to be most 
important in this respect. Proliferation of the ependyma is suppressed 
nearly completely in the presence of abundant mesenchymes. In 
such case the neural tube invariably forms a swollen vesicle with 
thin walls probably through active secretion of the ependymal cells. 
On the other hand, in the complete absence of mesenchymes, active 
proliferation instead of secretion of the ependymal cells takes place 
with the result of producing a large solid mass of neural cells. From 
these results, we may be safe to assume that the mesenchymes, if 
present immediately surrounding the neural tube, issue influence to 
suppress the neural proliferation which is an intrinsic property of 
the ependyma themselves. Further it seems very likely that the 
suppressing influence of mesenchyme may be prevented or obliterated 
by muscle tissues as long as they were present closely attaching to 
the neural tube. Because it was a very frequent occurrence in our 
experiment that even when mesenchymes are abundant, moderate 
proliferation always takes place only in those areas of the neural 
tube which are directly attached by muscle tissues. It seems that 
the notochord is distinguished from the muscles in hindering the 
mesenchymal proliferation. Because ependmal proliferation is found 
to be suppressed always in the area of the neural tube which is 
closely adhered by notochord. 

As to the nature of the mesodermal influence here in question, 
no more information is obtained at present. But it seems very 
likely that although the influence is issued from mesoderm to ecto- 
derm, it can be distinguished from the so-called inductive action of 
the mesodermal organizer. It is the fact commonly recognized that 
the organizer is indispensable to bring about neuralization, that is, 
a new tendency of differentiation of the gastrula ectoderm. But the 
mesenchymal influence is found merely to inhibit the proliferation of 
neural tissue the activity of which is inherent in the differentiating 
neural tissue itself. In all probability there may exist an interaction 
between different kinds of the differentiating tissues the effect of 
which bears significance for the qualification of either one or both 
of the tissues. 3 
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SUMMARY 


In an attempt to investigate the mode of the neural proliferation, 
frequency and distribution of mitoses in the differentiating neural 
tissue of Triturus were studied by using explants of the middle 
part of the neural plate. The results disclosed that during develop- 
ment of the neural tube mitoses are very frequent though they were 
always located in the innermost layers, i.e., the ependyma of neural 
tube. Frequency of mitoses showed marked change in different 
explants which were varied irrespect of the mesodermal contents. 
No definite frequency was found which was considered as peculiar 
to the explanted part of neural plate. Distribution of mitoses around 
the ependyma was not uniform. A rule was found in which mitoses 
were far more frequent in those areas of the ependyma lining thicker 
walls than those coating thinner walls of the neural tube. It is 
concluded that differential proliferation of the ependyma may be a 
cause in bringing about differential thickening of the tube walls. 
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INHIBITION OF NEURAL INDUCTION 
BY 5-FLUOROURACIL’ 
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L. SAXEN anp T. VAINIO 


Department of Physiological Zoology, University of Helsinki 
and State Serum Institute, Helsinki, Finland 


The chemical reactions underlying the phenomenon of embryonic 
induction are complex and do not easily render themselves to study 
by biochemical methods. The use of antimetabolites, which during 
the past years have successfully been applied to the study of equally 
complicated systems, appears to offer some obvious advantages. In 
particular, some halogenated pyrimidines have proven to be useful 
tools in the study .of nucleic acid and protein synthesis. 

5-fluorouracil (FU) has been shown to be a powerful inhibitor 
of the synthesis of DNA (Boscu, Harpers and HEIDELBERGER 1958). 
It also interferes with the synthesis of RNA by replacing varying 
amounts of uracil in the RNA (CaHaupHur!I, Montac and HEIDELBERGER 
1958, Horowitz and CHarGaArFF 1959, Gorpon and STAEHELIN 1959). 
There is some evidence of the preferential incorporation of FU into 
the RNA fractions actively involved in protein synthesis (Gros and 
Naono 1961, Horowitz and CuHarcarr 1961). The appearance of the 
abnormal “FU-RNA” is reflected in the production of modified pro- 
teins (Gros and Naono 1961). It is evident that there is a wide 
variation in the degree of modification of different proteins, and no 
clear cut selective effect has been found. It is interesting, however, 
that in an experimental system, some inducible enzymes were more 
vulnerable to the action of FU than the constitutive enzymes tested 
(Horowitz, SAUKKONEN and CHARGAFF 1958, 1960). 

The obvious necessity of production of a great number of new 
proteins during differentiation, accompanied by the known rapid 
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synthesis of RNA (Bracuet 1960) strongly suggests the presence of 
mechanisms similar to or identical with enzyme induction (SPIEGEL- 
MANN 1948). It has been shown in several studies that during pri- 
mary induction some diffusible material is transferred from the in- 
ducing tissue to the reaction material (Rounps and FLICKINGER 1958, 
CLayTon and Romanowsky 1959, Vainio, Saxtn and Toivonen 1960, 
Saxtn 1961). In more recent investigations, we have found indica- 
tions of the presence of such transferred material in the cytoplasm 
of the ectodermal cells (Vainio, Rapota, SAxtn and Torvonen un- 
published), thus providing suitable conditions for processes like 
enzyme induction, to take place. 

Some preliminary experiments will be described here of the 
effect of FU on primary induction in gastrula ectoderm, exposed to 
blastoporal lip or fixed mammalian cells. 


MATERIAL AND TECHNIQUES 


5-fluorouracil was a gift from Hoffmann-LaRoche, Inc., Nutley, 
N. J. It was used in concentrations ranging from 2.5 ug/ml to 100 
ug/ml, combined with the administration of thymidine (California 
Corp., Los Angeles, Calif.) in concentrations two times higher than 
the concentration of FU used. Under these conditions, interference 
primarily with the synthesis of RNA could be expected (Horow!7z, 
SAUKKONEN and CHARGAFF 1960, SAUKKONEN, GOODMAN and CHARGAFF 
1960). 

The experimental techniques have been described in detail in 
earlier publications (TorvonEN and SAxtn 1955). Young Triturus 
vulgaris gastrulae were employed as reaction material. The ex- 
plantation technique was used in the present studies. Three sets of 
experiments in the presence of the two pyrimidines were performed: 
1) In order to study the effect of FU on whole embryos, the growth 
of gastrulae which had been freed from their membranes was fol- 
lowed in the presence of the pyrimidines; 2) The blastoporal lip 
was enclosed into an ectodermal sandwich, and the differentiations 
were recorded; 3) HeLa cells, known on the basis of our earlier 
studies (Saxtn and ToIvonen 1958) to be potent inducers of neural 
and mesodermal structures, were used as implants in the sandwich 
experiments. 
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In a control experiment, some explants were first cultivated in 
normal medium and after a given time transferred to a medium 
containing FU and thymidine. This was done to examine the pos- 
sible toxic effects on the operated explants, as well as the effect of 
FU after the induction had taken place (see Discussion). 


RESULTS 


Table 1 shows that the larvae grown from gastrulae cultivated 
in a medium containing FU and thymidine are deformed if more 
than 10 ug/ml of FU is used. Judging by the gross appearance, it 
seems that most of the deformities are in the area of archencephalic 
differentiations. On the other hand, general retardation of growth 
was noted as well as some tendency toward exogastrulation which 
might yield the effect observed. Concentrations less than 10 ug/ml 


Table 1. Gross appearance of Triturus embryos cultivated in a 
medium containing various concentrations of 5-fluorouracil 


Anomalies of the 14 days 


| 
| 
| 
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10 12 II 10 2 . 1 4 

20 12 Il 29 7 . 1 5 1 7 
50 12 II . 3 1 1 4 

100 12 II 9 2 2 7 
1 | 30 II 2 2 

10 30 | Il 6 

20 30 I 6 3 2 2 

20 12 I 10 5 3 5 

20 12 2/141] 12 3 

20 6 | 8 | 8 2 
10 40 + a 3 4 


* Media contained thymidine in concentrations two times higher than 
respective concentrations of FU. 
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of FU in the presence of excess thymidine allow normal develop- 


ment of embryos from the gastrula stage to the larvae. 


As we learn from Table 2, the explants in which part of blasto- 
poral lip was used as implant, do not show any neural differentia- 
tions. On the other hand, notochord was seen almost regularly and 


Table 2. Differentiations of ectodermal explants with 
blastoporal lip as inductor 


Differentiations 


Meso- entiations 
dermal 


Treatment 


Neural 


Total 


Explants cultivated for 24-38 hin 
a medium containing 10 wg/ml of 
5-fluorouracil and 20 ug/ml of none 15 none 
thymidine, and thereafter trans- | 
ferred to normal medium | : 


— - - - - — 


Explants cultivated for 24h in 
normal medium, and thereafter | 
kept for 24h in a medium con- 12 | 12 none 
taining 10 ug/ml of 5-fluorouracil | 
and 20 ug/ml of thymidine 


Table 3. Differentiations of ectodermal explants with 
alcohol-treated HeLa-cells as inductor 


Differentiations ‘No differ- 


Meso- | entiations 
dermal 


Treatment 
Neural 


Total 


Explants cultivated for 12h ina 
medium containing 10 ug/ml of 
5-fluorouracil and 20 ng/ml of none 3 6 
thymidine, and thereafter trans- 
ferred to normal medium 


Explants cultivated for 24 h in the 
presence of 2.5 ug/ml of 5-fluoro- 
uracil and 5 wg/ml of thymidine, none 3 
and thereafter transferred to 
normal medium 


Explants cultivated for 24h in 
normal medium, and thereafter 
kept for 24 h in a medium con- 5 4 none 
taining 2.5 ug/ml of 5-fluorouracil 
and 5 ug/ml of thymidine 


Explants cultivated in normal 
medium 


| 
5 5 | none 
| 
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often together with some myotomes and renal tubules. These differ- 
entiations obviously arise from the blastoporal implant already meso- 
dermally determined at the time of operation. 

HeLa cells, which in control experiments induce both neural as 
well as mesodermal differentiations, are unable to neuralize the ec- 
toderm in the presence of FU while some mesodermal differentia- 
tions can be observed (Table 3). In this group as well as in the 
previous group, FU was unable to exert any effect on the “control” 
differentiation pattern if it was administered 24 hours after the 
operation. 


DISCUSSION 


Under our conditions, FU could be expected to interfere primarily 
with the rapid synthesis of RNA taking place during the develop- 
ment of gastrula (BracHEeTt 1960, 1960). Thymidine was 
added to diminish the inhibition of DNA synthesis by FU. No at- 
tempt has yet been made to determine the degree of these metabolic 
disturbances in this experimental system. If it is assumed that FU 
modifies the nucleotide sequence of the special “messenger” RNA 
carrying the information necessary for the synthesis of new pro- 
teins (Gros and Naono 1961), specific alterations in the structure of 
these proteins could be expected. 

It is evident from the data presented here, that neuralisation is 
more vulnerable to FU treatment than the mesodermal differentiation. 
In the case of whole embryos, the observed deformities in the area 
of archencephalic differentiations could be explained by the retarda- 
tion of development in general, in the presence of higher concentra- 
tions of the antimetabolite. A more specific mechanism of action of 
the antimetabolite is indicated in the studies with explants where 
sensitivity of the neural differentiation to FU treatment is seen. This 
is clearly demonstrated in the experiments with HeLa cells, where 
some mesodermal formations can be observed in the absence of 
signs of neuralisation. Also the fact that differentiation to one 
direction is noted rules out the possibility of total inhibition of all 
metabolic reactions. The results in Table 2 point to the same con- 
clusion, since the blastoporal lip obviously can continue its meso- 
dermal differentiation in the presence of FU while the overlying 


| 
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ectoderm does not respond by forming neural elements. While the 
present preliminary observations do not allow us to draw any definite 
conclusions of the mode of FU action on the two types of induction, 
it is hoped that the extention of the studies might went to clarify 
the role of RNA in the embryonic induction. 

Attention should be paid to the fact that treatment with FU is 
without effect when performed 24 hours after operation. Earlier 
experiments have shown that the morphogenetic action of the in- 
ductor has been completed during the first 24 hours of contact 
(TorvonEN 1958, JoHNEN 1961); consequently our observations indicate 
that the differentiation cannot be affected by FU, once induction 
has taken place. The findings are analogous to the inhibition of 
induction of some adaptive enzymes under conditions where no in- 
hibition of constitutive enzyme synthesis was found (Horowitz, 
SAUKKONEN and CHARGAFF 1958, 1960). Similar effects were found 
in a study of bacteriophages (GoopMAN, SAUKKONEN and CHARGAFF 
1960, SAUKKONEN, GOODMAN and CHARGAFF 1960). The present results 
might suggest, that systems in which synthesis of new types of 
proteins is expected (neural induction), are more easily inhibited by 
FU than systems in which no adaptation is required. 


SUMMARY 


The effect of 5-fluorouracil, in the presence of excess thymidine, 
on the neural and mesodermal differentiations of Urodelan ectoderm 
was studied. It was observed that 5-fluorouracil inhibits the neu- 
ralisation of gastrula ectoderm while seemingly permitting meso- 
dermal differentiation to occur. The results are discussed in the 
light of known effects of FU on the synthesis of RNA and proteins. 
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\. AKTIVIERUNG DES MESODERMALEN INDUK- 
TIONSFAKTORS IN HUHNERMUSKULATUR 
DURCH BEHANDLUNG MIT PHENOL» 


URSULA BECKER, HILDEGARD TIEDEMANN 
unD HEINZ TIEDEMANN 


Abt. O. Mangold, Heiligenberg-Institut, Heiligenberg/ Baden, Deutschland 


Es ist schon lange bekannt, daB auBer den verschiedenen Ab- 
schnitten des Urdarmdaches (MANGo.Lp 1933) auch heterogene Induk- 
toren in der prasumptiven Bauchhaut von Amphibiengastrulen regio- 
nalspezifische Induktionen hervorrufen kénnen. Sie lassen sich nach 
LEHMANN (1938) in archencephale (Vorderkopf-), deuterencephale 
(Hinterkopf-) und spinocaudale (Rumpf-Schwanz-) Induktionen 
einteilen. Als heterogene Induktoren wurden beispielsweise Mdause- 
und Meerschweinchen-Leber und -Niere, sowie Meerschweinchen- 
Knochenmark u.a. verwendet (HoLTFRETER 1934, CHuANG 1939, Tol- 
VONEN 1940, 1954, ENGLANDER, JOHNEN, VAHS 1953, YAMADA und 
TAKATA 1955, MANGOLD, TIEDEMANN und vy. WoELLWARTH 1956). 
Wurden die heterogenen Induktoren verschiedenartigen chemischen 
und physikalischen Behandlungsmethoden unterworfen, so konnte in 
einer Anzahl von Fallen eine Anderung der Regionsspezifitat be- 
obachtet werden. Durch verschieden langes Erhitzen der Gewebe 
verschwindet erst die spinocaudale Induktionsleistung, dann auch die 
deuterencephale, wihrend eine im unbehandelten Gewebe nur schwach 
vorhandene archencephale Induktionsleistung oft verstarkt wird. 
(CHuANG 1939, 1940, Tortvonen 1954, Vans 1955, TrepDEMANN und 
TIEDEMANN 1959, YAMADA 1959). ‘Die Incubation einer aus Hiéihner- 
embryonen gewonnenen deuterencephal-spinocaudal induzierenden 
Fraktion mit Thioglykolsdure bewirkt ein Erléschen der spinocaudalen 
Induktionsfahigkeit, und es tritt neben dem schon bestehenden deuter- 
encephalen auch ein’ archencephales Induktionsvermégen auf. ( T1EDE- 
MANN Und TIEDEMANN 1956). In der vorliegenden Arbeit soll eine 
Anderung der Regionsspezifitat im umgekehrten Sinne, also die 


1) Herrn Professor Dr. O. MANGOLD zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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Umwandlung eines archencephal-deuterencephal wirkenden Induktors 
in einen deuterencephal-spinocaudal wirkenden beschrieben werden. 
Die Umwandlung konnte durch Behandlung von Muskulatur mit 
Phenol, welches friiher schon zur Extraktion des spinocaudalen In- 
duktors Verwendung gefunden hatte (TIEDEMANN und TIEDEMANN 
1956), erreicht werden. 


MATERIAL UND METHODEN 


Als Ausgangsmaterial diente Skelettmuskulatur 9 Tage alter Hiihnerembryo- 
nen und erwachsener Hiihner. Testobjekte Triturus alpestris-Keime. 

Frische unbehandelte Muskulatur wurde in kleine Stiickchen zerschnitten 
und vor der Implantation 2x je 1/4 Std. in Holtfreterlésung gewaschen. 

Behandlung der Muskulatur mit Alkohol (Fraktionen Emu 1-6, Tabelle 1 
und Amu 1, Tabelle 2): Klein geschnittene Muskulatur wurde bei Zimmer- 
temperatur 2 Std. mit frisch destilliertem 96% Alkohol incubiert und an- 
schlieBend 2 Std. in 3x gewechselter Holtfreterlésung gewaschen. (Fraktionen 


Emu 1-5 und Amu 1). Ein kleiner Teil der Muskulatur wurde im Anschlu8 
an die Alkoholbehandlung im Wasserstrahlvakuum getrocknet. (Fraktion Emu 
6, Tabelle 1). 


Behandlung der Muskulatur mit Phenol (Fraktionen Emu 8-10, Tabelle 3 
und Amu 3, Tabelle 4): Klein geschnittene Muskulatur wurde mit dem 
gleichen Volumen 80% Phenol 7’ auf 60° erhitzt. Der Muskel wurde dabei 
mit einem Glasstab méglichst fein verteilt. AnschlieBend wurde im Eisbad 
abgekiihlt und ohne zu zentrifugieren mit 5 Vol. Ather-Alkohol 4:1 versetzt. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, 10x mit Ather-Alkohol und 1x mit 
Alkohol gewaschen. 

Gewinnung des Muskelextraktes: 1g Muskulatur wurde mit 2 ml 0,05 M 
(oder 0,1 M) Phosphatpuffer pH 7,4 3’ homogenisiert. Nach 1-stiindigem 
Stehen wurde 10’ bei 15000 U/Min. zentrifugiert. Der Riickstand wurde mit 
1 ml Phosphatpuffer nachextrahiert. Die Uberstande wurden vereinigt. Die 
Extraktion wurde bei 0° bis +4° ausgefiihrt. 

Alkoholfallung des Muskelextraktes (Fraktionen Emu 7, Tabelle 1 und 
Amu 2, Tabelle 2): Ein Teil der vereinigten Uberstinde wurde auf pH 6,8 
eingestellt und unter Eiskiihlung 2 Volumen 96% Athylalkohol hinzugefiigt. 
Die Fallung wurde abzentrifugiert, in wenig Wasser aufgenommen und 36 
Std. gegen insgesamt 20 Liter Wasser dialysiert. AnschlieBend wurde wieder 
mit Alkohol gefallt, 1x mit 669% Alkohol gewaschen und im Wasserstrahl- 
vakuum getrocknet. 

Phenolextraktion des Muskelextraktes (Fraktionen Emu 11, Tabelle 3 und 
Amu 4, Tabelle 4): Ein anderer Teil der vereinigten Uberstinde wurde 
auf pH 6,8 eingestellt und mit dem gleichen Volumen 80% Phenol (3x de- 
stilliert) 10’ auf 60° erwirmt. Nach dem Abkiihlen im Eisbad wurde zentri- 
fugiert. Zu der unteren Phenolschicht wurden ca. 4 Volumen Alkohol-Ather 
(1:1) hinzugefiigt. Die flockige Fallung wurde abzentrifugiert, 8x mit 
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Alkohol-Ather, 1x mit 96%-und 1x mit 66% Alkohol gewaschen und im 
Wasserstrahlvakuum getrocknet. 

Erhitzen einer durch Phenolextraktion aus Muskulatur gewonnenen Fraktion 
(Fraktion Emu 12): 1 g Muskel aus $3 Tage alten Hiihnerembryonen und 
2 ml Wasser wurden homogenisiert und, wie oben beschrieben, mit 3 ml 80% 
Phenol extrahiert. Phenolschicht und Mittelschicht wurden mit 4 Volumen 
Athylalkohol versetzt. Die Fallung wurde abzentrifugiert, 6x mit Alkohol- 
Ather (1:1) und 2x mit 66% Alkohol gewaschen. Der Riickstand wurde in 
3 ml Wasser aufgenommen und 2 Std. gegen 5 Liter Wasser dialysiert. An- 
schlieBend wurde die Suspension mit N/10 NaOH auf pH ~9 eingestellt, dann 
auf pH 8 zuriickgestellt und 15’ im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach dem 
Abkiihlen wurde auf pH ~6,5 eingestellt, mit Alkohol, wie oben beschrieben, 
gefaillt und im Wasserstrahlvakuum getrocknet. 

Austestung der Fraktionen: Die zu priifenden Gewebe und die aus ihnen 
gewonnenen Fraktionen wurden nach der bekannten Einsteckmethode von 
MANGOLD (1923) in das Blastocoel friiher Gastrulae von Triturus alpestris 
implantiert. Die operierten Keime wurden 14-16 Tage in verdiinnter Holt- 
freterlésung geziichtet, die 0,1% Cibazol enthielt und mit verdiinnter HCl auf 
pH =7,4 eingestellt worden war. Die Keime wurden vor der Fixierung mit 
der binokularen Lupe und nach der histologischen Aufarbeitung (Fixierung 
~ in Bouin, Schnittdicke 10 », Farbung Hamalaun-Eosin) mikroskopisch unter- 
sucht. 

Auswertung der Induktionsergebnisse: Je nach der Regionszugehdrigkeit 
der induzierten Organe wurden die Induktionen in archencephale, deuteren- 
cephale und spinocaudale eingeteilt (LEHMANN 1938). Als regional unbe- 
stimmbar galten Induktionen, die nach der makroskopischen und mikroskopi- 
schen Untersuchung keiner der oben erwdihnten Gruppen zugeordnet werden 
konnten. 

Ihrer Gré8e entsprechend wurden die Induktionen in kleine, mittelgroBe 
und grofe eingeteilt und mit 1, 2 oder 3 Punkten, tibermafig groBe auch mit 
4 Punkten bewertet. | 

Um Irrtiimer zu vermeiden, wurden schwer verkriippelte Larven oder 
Tiere, deren induzierte Organe mit den normalen in enger Verbindung standen, 
bei der Auswertung nicht beriicksichtigt. 

Die Induktionshdufigkeit der gesamten Serien, der regionsspezifischen 
Organkomplexe und der einzelnen Organe wurde auf die Zahl der auswertbaren 
Falle bezogen. 

Graphische Darstellung der Induktionsergebnisse: Auf Abb. 6 gibt die 
Hdhe der Sdéulen den prozentualen Anteil der positiven Falle, der regions- 
spezifischen Organkomplexe oder der einzelnen Organe an. Die Breite der 
Sdulen gibt die DurchschnittsgréBe der jeweils bezeichneten Induktionsgebilde 
an. Zur Berechnung dieses Wertes wurde die Summe der Punkte gebildet, 
mit der die jeweiligen Organe oder Organkomplexe bei der GréSeneinteilung 
bewertet worden waren, und durch die Anzahl der Falle geteilt, die das 
betreffende Organ oder den Organkomplex aufwiesen. 
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ERGEBNISSE 


A. Die Induktionswirkung von frischer embryonaler 
Hiihner-Skeletimuskulatur 
Die unbehandelte Muskulatur 9 Tage alter Hiihnerembryonen 
zeigte eine sehr geringe Induktionswirkung. Sie rief in 8 von 20 
Fallen (40%) kleine Induktionen hervor. In 5 Fallen wurden Haft- 
fiden gebildet, 4 mal konnten kleine neurale Bildungen festgestellt 
werden, einmal entstand nur Mesenchym. 


B. Die Induktionswirkung von Hiihner-Skelettmuskulatur 
| nach Behandlung mit Alkohol | 

a) Induktionsleistungen embryonaler Muskulatur (Tabelle 1) 

Mit Alkohol behandelte Muskulatur 9 Tage alter Hiihner- 
embryonen erwies sich als guter Induktor. Sie rief bei 76 (=83%) 
der insgesamt 92°Fadlle aus den Serien Emu 1-5 in der Bauchhaut 
der Molchlarven meist groBe bis mittelgroBe Induktionen hervor. 
Vorwiegend entstanden Kopfinduktionen. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 zusammengefaBt. 

Als haufigste Induktionsleistung erschienen Vorderképfe (50%), 
die neben Vorder- und Zwischenhirnen (27 Falle) Augen (37 Falle), 
Nasen (29 Falle), freie Linsen (20 Falle) oder Haftfiden (7 Falle) 
aufwiesen. Etwa zwei Drittel der Vorderkopfinduktionen traten 
allein auf. Ein weiteres Drittel war mit Hinterkopfbildungen verge- 
sellschaftet. 

Etwas geringer als der archencephale war der Anteil der Hinter- 
kopfinduktionen. In 35 Fallen (=38%) lieBen sich Gehérblasen und 
Rautenhirne feststellen. Spinocaudale Induktionen waren sehr selten. 
In den Serien Emu 1-4 war jeweils in 1 bis 2 Fallen eine Schwanz- 
bildung festzustellen (Gesamtzahl 6=7%). Meist handelte es sich 
um kleine, hauptsdichlich aus Mesenchymgewebe bestehende Gebilde. 
4 Schwdnzchen erschienen gemeinsam mit Hinterkopfinduktionen, 2 
allein als einzige Induktionsleistung. 

Auf Abb. 1 ist eine Larve der Serie Emu 5 zu sehen, die am 
Bauch eine groBe Vorderkopf-Hinterkopf-Induktion trigt. Ein Auge 
ist nach caudal gerichtet (A.i.); der groBe Gehirnkomplex liegt 
distal im Hocker (G.i.). 

Abb. 2 zeigt eine Teilansicht aus dem Querschnitt durch eine 
Larve der Serie Emu 1. Die Larve trug ventral in der Kiemenregion 
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Die Induktionsfihigkeit embryonaler Hiihnermuskulatur und aus ihr 


Tabelle 1. 


gewonnener Fraktionen nach Alkoholbehandlung 
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GS. 


Abb. 1. Larve Emu 5/2 von rechts-ventral. Am Bauch 
groBe archencephal-deuterencephale Induktion mit Auge 
(A.i.) und Gehirn (G.i.). (ca. 7x vergr.).. 


eine groBe, komplex aus archencephalen und deuterencephalen Orga- 
nen zusammengesetzte Induktion, die fiir die Serien Emu 1-5 typisch 
ist. Auf dem Schnitt sind vom Wirtskoérper die caudalen Bezirke der 
Medulla und der Gehérblasen (Gb.W.) und seitlich Kiemenspalten 
getroffen, von der ventral-median gelegenen Induktion ein Doppelauge 
(Au.i.) mit 2 Linsen (Li.i. 1 und Li.i. 2) und rechts neben dem Auge 
eine Gehorblase (Gb.i.). AuBer den auf dem Schnitt sichtbaren 
Organen enthielt die Induktion noch einen groBen Vorderhirn- Zwi- 
schenhirn-Komplex, ein weiteres Auge und eine weitere Gehdorblase. 
Wurde embryonale Hiihnermuskulatur mit Alkohol behandelt 
und an der Wasserstrahlpumpe getrocknet, so induzierte sie etwa 
wie nichtgetrocknete Muskulatur (Serie Emu 6, Tabelle 1). Bei 
68% der Fille traten meist mittelgroBe Induktionen auf. 10 Larven 
wiesen induzierte Vorderkopforgane auf. Neben Vorderhirnen (6 
Falle) wurden 3 mal Augen, 3 mal freie Linsen, 2 mal Nasen und 
5 mal Balancer gebildet. 3 Induktionen waren nicht zu bestimmen. 
Wurde die Skelettmuskulatur der 9 Tage alten Hiihnerembryonen 
mit 0,05 m Phosphatpuffer bei pH 7,6 extrahiert (s. Methoden) und 
dann mit Alkohol gefallt, so zeigte der Niederschlag eine etwas 
andere Induktionsfahigkeit als das mit Alkohol behandelte Ausgangs- 
gewebe (Serie Emu 7, Tabelle 1). Die Induktionsrate lag mit 67% 
positiven Fallen hoch, und die Induktionen waren teilweise umfang- 
reich. Die archencephalen Organe waren jedoch verschwunden, 
ebenso der geringe Anteil an Mesenchymschwanzen. Neben Nach- 
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Gb.i. 


Li. 2 


Abb, 2. Teilansicht aus einem Querschnitt durch die 

Larve Emu 1/8 in der caudalen Gehdérblasen-Kiemen- 

darmregion (Gb.W.=Gehdrblasen des Wirtes). Ventral 

die groBe Induktion mit Doppelauge (Au.i.), 2 Linsen 

(Li. 1 und 2) und Gehdédrblase (Gb.i.). (ca. 75x 
vergr.). 


hirnen (21%) erschienen in 38% der Fadlle Gehérblasen. Zweimal 
waren kleine Chordastiickchen vorhanden, gelegentlich auch etwas 
Kopfmuskulatur (17%). Die Fraktion induzierte also deuterencephal 
und enthielt einen geringen mesodermalen Anteil. 


b) Induktionsleistungen adulter Muskulatur (Tabelle 2) 

Mit Alkohol behandelte Skelettmuskulatur vom erwachsenen Huhn 
induziert im Gegensatz zur embryonalen Muskulatur nur schwach 
(Serie Amu 1, Tabelle 2). Von 40 Larven zeigten nur 14 (35%) 
meist mittelgroBe und kleine Induktionen mit archencephalen Organen. 
Neben Vorder- und Zwischenhirnen (7 Falle) erschienen vorwiegend 
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Augen (11 Falle), auffallend zahlreich auch freie Linsen (10 Falle 
mit meist mehreren Linsen), auBerdem Nasen (12 Falle). Deuter- 
encephale oder spinocaudale Organe wurden nicht gebildet. 

Ebenfalls schwach war die Induktionsfihigkeit eines wie Frak- 
tion Emu 7 hergestellten Extraktes aus adulter Skelettmuskulatur. 
Das Gewebe war bei pH 7,4 mit 0,1 m Phosphat extrahiert, dann aus 
dem Extrakt mit 2 Vol. Alkohol ein Niederschlag gefallt worden 
(Fraktion Amu 2, Tabelle 2). Die Induktionsrate des Niederschlages 
betrug 30%. Die entstandenen Buckel waren meist klein und 
enthielten iiberwiegend archencephale Organe. In 2 Fallen waren 
1 bzw. 2 Haftfaiden, in 3 Fallen freie Linsen, in 2 Fallen Vorderhirn 
und 1 mal eine Nase entstanden. 1 mal war eine Gehoérblase und 2 
mal neben dem nicht naher bestimmbaren Gehirn eine kleine Chorda 
entstanden. 

Die Induktionsleistung des adulten Muskelgewebes stimmte also 
qualitativ mit der Leistung embryonaler Muskulatur iiberein. Die 
Induktionen waren aber weniger zahlreich und kleiner. 


C. Die Induktionswirkung von Hiihner-Skelettmuskulatur 
nach Behandlung mit Phenol. 


a) Induktionsleistungen embryonaler Muskulatur 

Nach Behandlung mit Phenol erwies sich die embryonale Hiihner- 
muskulatur ebenfalls als ein guter Induktor (Tabelle 3, Serien Emu 
8, 9, 10). Sie rief in 37 von 46 brauchbaren Fallen (81% ) vorwiegend 


sehr groBe Induktionen hervor. Die Qualitét der Induktionen war 


nach Phenolbehandlung aber anders als nach Alkoholbehandlung. 31 
Tiere (=67%) zeigten groRe Rumpf- oder Schwanzbildungen. Alle 
31 Fadlle wiesen groBe Muskelkomplexe auf, die meist metamer ge- 
gliedert waren. 29 mal waren eine groBe Chorda, 26 mal ein Neural- 
rohr und 12 mal Nierenkandlchen gebildet worden. In 6 Fallen waren 
sekunddre Extremititen entstanden, 27 mal erschien ein induzierter 
Schwanz. 

Daneben blieb die deuterencephale Induktionsfihigkeit erhalten. 
In 10 Fallen (22°) waren Nachhirne und 20 mal (44%) Gehérblasen 
nachzuweisen. Hiaufig bildeten sie den cephalen oder basalen Anfang 
einer groBen, komplexen Induktion, welche alle K6rperregionen vom 
Hinterkopf bis zum Schwanz einschloB. 

Archencephale Organe fehlten fast vollstandig. Nur 2 Induk- 
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tionen (4%) enthielten Vorderkopforgane, davon eine einen Balancer, 
eine Nase und eine freie Linse; lediglich 1 mal war ein Auge gebil- 
det worden. 

Auf Abb. 3 ist eine Larve der Serie Emu 8 dargestellt. Sie tragt 
ventral in der Extremitdtenregion eine groBe Rumpf-Schwanz-Induk- 
tion. Am cephalen Rumpfanfang ist eine sekunddre Extremitaét zu 
erkennen (Ex.i.). Die Muskulatur des Rumpfes und des Schwanzes 
weist deutlich metamere Gliederung auf (Mu.i.). Der Schwanz ist 
nach caudal gerichtet und beinahe so groB und so gut ausgebildet wie 
der primaire Schwanz der Larve. 


Abb. 3. Larve Emu 8/7 
von rechts ventral. Ven- 
tral in der Extremita- 
tenregion groLe Rumpf- 
Schwanzinduktion mit 
metamer  gegliederter 
Muskulatur (Mu.i.) 
sec. Extremitat (Ex.i.) 
am cephalen Rumpfan- 
fang. (ca. 7x vergr.). 
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Mu.i. Ex.i. 


Fraktion Emu 11 (Tabelle 3), ein phenolbehandelter Phosphatex- 
trakt (s. Methoden) aus embryonaler Hiihnermuskulatur, induzierte 
sehr stark. Er rief bei 17 der 18 Larven (95%) meist groBe Rumpf- 
Schwanzinduktionen mit groRBen Muskelkomplexen (14 Falle), Chorda, 
Neuralrohr (je 13 Falle) und Nierenkandlchen (8 Falle) hervor. Drei- 
mal wurden sekunddre Extremititen, 12 mal Schwidnze gebildet. 
Archencephale Organe fehlten hier im Gegensatz zu den Serien Emu 
8-10 vollstandig. Der deuterencephale Anteil war nur gering. In 4 
Fallen (249%) waren Ohrblasen gebildet worden. Nachhirne konnten 
nicht identifiziert werden. Die Ohrblasen lagen meist an der Basis 
der Neuralrohre. 

Abb. 4 zeigt eine Larve der Serie Emu 11. Ventralmedian von 
der Bauchmitte bis zum After erstreckt sich ein groBer induzierter 
Rumpf (Ru.i.). Er geht kurz vor dem After in einen Schwanz 
(Schw.i.) iiber. Am cephalen Ende des Rumpfes befindet sich eine 
sekunddre Extremitit (Ex.i.). 
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Ex.i. Rui. Schw.i. 


| Abb. 4. Larve Emu 11/4 von links seitlich. Am Bauch 
: groBe Rumpf-Schwanzinduktion (Ru.i, Schw.i.) und sec. 
; Extr. am cephalen Rumpfanfang (Ex.i.). (ca. 7x vergr.). 


Ein Teil aus einem Querschnitt durch die Larve von Abb. 4 ist 
auf Abb. 5 zusehen. Vom Wirtstier sind der Mitteldarm und ein Teil 
der Wo trFr’schen Ginge (WG.W ) getroffen, von der ventralmedian gele- 


Abb. 5. Teilansicht aus 
einem Querschnitt durch 
die Larve Emu 11/4 in 
der Bauchregion. Ven- 
tral die grobe Induktion 
mit Chorda (Ch.i.), 
Rumpfmuskulatur(Mu.i.), 
Neuralrohr(N.i.), WOLFF’- 
schem Gang ( WG.i.) und 
F lossensaum (F1.i.). 
WG.W. = WOLFF’sche 
Gange des Wirtes. (ca. 
7ax< vergr.). 
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genen Induktion die vollkommen normal angeordneten Achsenorgane 
Chorda (Ch.i.), Neuralrohr (N.i.) und die Rumpfmuskulatur (Mu.i.) 
sowie ein WotFr’scher Gang (WG.1i.), GeféBe und der Flossensaum. 
Der induzierte Rumpf steht dem normalen in der GroéBe nicht nach. 
Wurde der durch Phenolbehandlung aktivierte mesodermale 
Faktor durch Erhitzen erneut inaktiviert (Fraktion Emu 12, siehe 
Methoden), so rief die Fraktion in 8 von 16 Fallen (50%) meist 
kleine Induktionen hervor, die archencephalen Charakter trugen. In 
3 Fallen wurden Haftfaiden gebildet, einmal ein Augenfragment, 2 
mal freie Linsen, einmal Nase, 5 mal Gehirnteile, davon einmal ein 
Vorderhirn. 2 Induktionen waren nicht naher bestimmbar. 


b) Induktionsleistung adulter Muskulatur 

Mit Phenol behandelte Muskulatur des erwachsenen Huhnes in- 
duziert, ebenso wie die mit Alkohol behandelte, nur sehr schwach 
(Serie Amu 3, Tabelle 4). Von 44 Larven wiesen 3 (=7%) eine 


kleine Induktion auf. Ein Buckelchen enthielt Muskulatur und Nieren- 


kandlchen, die beiden anderen nur Mesenchym. Adulte Muskulatur 
andert also nach Phenolbehandlung ihre Induktionsfihigkeit ebenso 
wie embryonale Muskulatur. 


Tabelle 4. Die Induktionsfahigkeit der Skelettmuskulatur erwachsener 
Hiihner und aus ihr hergestellter Fraktionen nach Phenolbehandlung 


© | 

=  GréBe d. Induz. 
Positiv Induktionen | Organkomplexe |; »| 
Amu3|44/ 3 | 7 2 
4 | 19 4 


Ein phenolbehandelter Extrakt aus adulter Muskulatur verhielt 
sich entsprechend (Serie Amu 4, Tabelle 4). Von 21 Tieren wiesen 
4 (19%) eine Induktion auf. In einem Fall erschien ein kleiner 
Mesenchymschwanz ohne Achsenorgane; die anderen Induktionen 
enthielteén Mesenchym und kleine unspezifische Gehirnteile. 
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D. Vergleich der Induktionsleistungen Alkohol-behandelter 
und Phenol-behandelter embryonaler Muskulatur. 

Die Induktionsleistungen der Alkohol-behandelten und der Phenol- 
behandelten embryonalen Muskulatur (Serien Emu 1-5 und Emu 8-10) 
sollen nun miteinander verglichen werden. Die Ergebnisse sind in 
einem Blockdiagramm auf Abb. 6 aufgetragen. 

Der alkoholbehandelte embryonale Hiihnermuskel (Abb. 6, linke 
Seite) induziert in 83% der Fille meist umfangreiche (Breite der 
Sdiule!) Gebilde. Der Hauptanteil gehért der archencephalen Region 
an (49%). Die haufigsten Organe sind Augen und groBe Vorder- 
und Zwischenhirne, Nasen, freie Linsen und Lentoide. Haftfaden 
erscheinen seltener. Etwas weniger hdufig wurden deuterencephale 
Organe (38%) gebildet. Mittel- und Nachhirne und Gehérblasen 
sind bei 22% bzw. 37% der Larven festzustellen. Spinocaudale und 
mesodermale Bildungen machen nur einen geringen Prozentsatz der 
erhaltenen Induktionen aus. Chorda, Rumpfmuskulatur und Neural- 
rohr sind selten und jeweils nur in geringer Menge (Breite der 
Sdiulen) festzustellen. Nierenkandlchen wurden nur einmal gebildet, 
sekundire Extremititen fehlten vollstandig. Knorpel trat meist 
auf, wenn durch Kopfinduktionen der benachbarte Wirtsdarm beeinfiluBt 
worden war und mit der Ausbildung zusdtzlicher Kiemenspalten 
reagierte. 

Der phenolbehandelte embryonale Hiihnermuskel (Abb. 6, rechte 
_ Seite) ist ebenfalls ein guter Induktor. Seine Leistung entspricht 
mit 81% positiven Fallen der des alkoholbehandelten embryonalen 
Muskels. Jedoch hat sich die Qualitét der Induktionen grundlegend 
gedndert, was besonders auf dem Blockdiagramm deutlich hervortritt. 
Archencephale Organe sind sehr selten. Nur einmal wurden ein 
kleines Auge, eine Nase, freie Linsen und Haftfaden gebildet. Vorder- 
und Zwischenhirnbildungen fehlen vollstandig. Die deuterencephale 
Induktionsfdadhigkeit des Muskels ist erhalten geblieben. Deuteren- 
cephale Organe, Mittel- und Nachhirne und GehGrblasen, erscheinen 
etwa ebenso haufig (22% bzw. 449) und in gleichem Umfang wie 
bei den alkoholbehandelten Serien. Die hadufigste Induktionsleistung 
der phenolbehandelten Serien sind aber die spinocaudalen Induktionen 
(67%). Chorda, Rumpfmuskulatur und Neuralrohr erscheinen bei 
63% bzw. 67% und 57% der Falle. Nierenkandlchen treten in 26% 
und sekunddre Extremititen in 11% der Falle auf. 
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Abb. 6. Blockdiagramm zum Vergleich der Induktions- 
leistungen Alkohol-behandelter und Phenol-behandelter 
embryonaler Hiihnermuskulatur. 
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und Knorpel sind einige Male in der Umgebung grofer deuteren- 
cephaler Komplexe zu finden. 


DISKUSSION 


Schon seit langerer Zeit ist bekannt, daB ein archencephal in- 
duzierender Faktor in verschiedenen Geweben in maskierter Form 
vorkommt und erst nach Aufhebung von Permeabilitatsschranken, 
‘nach Inaktivierung eines Hemmfaktors oder nach Inaktivierung eines 
gleichzeitig vorhandenen mesodermalen Faktors zur Wirkung kom- 
men kann (CHuANG 1939, 1940, Torvonen 1954, Vans 1955, TIEDEMANN 
und TIEDEMANN 1959, YAMADA 1959). So wird auch bei unseren 
Versuchen das geringe archencephale Induktionsvermégen der un- 
behandelten Muskulatur 9 Tage alter Hiihnerembryonen durch 
Alkoholbehandlung stark erhéht. Fiir das spinocaudale Induktions- 
vermégen war dhnliches bisher nur von Masur (1960) nachgewiesen 
worden. Er fand, daB die praechordale Platte, die im Sandwich- 
versuch archencephal induziert, nach Behandlung mit LiCl neben 
einer geringen Anzahl von Vorderhirnen Nachhirnstrukturen, Mus- 
kulatur und Vornieren hervorruft. Die Experimente dieser Arbeit 
zeigen nun, daB in der Muskulatur 9 Tage alter Hiihnerembryonen 
und in geringerem MaBe auch in der Muskulatur erwachsener Hiihner 
ein mesodermaler Faktor vorhanden ist, der aber nicht zur Wirkung 
kommt. Er wird erst nach Behandlung mit Phenol aktiv. Méglicher- 
weise ist der mesodermale Faktor komplex gebunden. Zerstérung 
des Komplexes durch Phenol wiirde dann zur Freisetzung des meso- 
dermalen Induktors fiihren. 

Die Aktivierung durch Phenol beruht nicht auf einer Veranderung 
von Permeabilitaétsschranken, welche eine freie Diffusion des meso- 
dermalen Induktors verhindern kénnten. Auch ein Extrakt aus 
Hiihnchenmuskulatur, der vorher deuterencephal induzierte (Fraktion 
Emu 7), gewann erst nach Phenolbehandlung ein starkes mesodermal- 
spinocaudales Induktionsvermégen (Fraktion Emu 11). 

Die archencephale Induktionswirkung erlischt nach Behandlung 
der Muskulatur mit Phenol fast vollstandig. Das Verschwinden der 
archencephalen Komponente beruht aber nicht auf ihrer direkten 
Inaktivierung durch die Phenolbehandlung. Wird namlich der meso- 
dermale Faktor im Phenolextrakt durch Erhitzen inaktiviert, so tritt 
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das archencephale Induktionsvermégen wieder hervor. AuBerdem 
bleibt bei einem stark archencephal-deuterencephal wirkenden Induk- 
tor, der nur wenig mesodermalen Stoff enthadlt, (Gehirn 9 Tage alter 
Hiihnerembryonen, unverdédffentlichte Versuche) das archencephale 
Induktionsvermégen nach Behandlung mit Phenol im wesentlichen 
bestehen. Ein Verlust der archencephalen Induktionswirkung tritt 
durch die Phenolbehandlung offenbar nur dann ein, wenn in dem 
Gewebe ein mesodermal wirkender Stoff in maskierter Form vorliegt 
und durch die Phenolbehandlung aktiviert wird. Es ist deshalb eher 
anzunehmen, daB der aktive mesodermale Induktor oder dite unter 
seinem EinfluB entstehenden Organkomplexe die Ausbildung archen- 
cephaler Iuduktionsgebilde hemmen.” 

In diesem Zusammenhang seien auch die Versuche von TaKAYA 
(1956 a u. b) erwd&hnt, der aus dem mittleren, normalerweise Rau- 
tenhirn bildendenden Teil der Medullarplatte im Explantat ohne den 


entsprechenden Teil des Urdarmdaches ein Vorderhirn, manchmal 
mit Augen, erhielt, mt dem entsprechenden Teil der Unterlagerung 


aber ein Hinterhirn mit Ohrblasen. Bei Vermehrung der mesoder- 
malen Unterlagerung erhielt er Riimpfe und Schwidnze. 

Auch bei unseren Versuchen ware es denkbar, daB aus dem 
neuralen Anteil der Induktion ein Neuralrohr gebildet wird, sobald 
unter dem EinfluB des freien mesodermalen Faktors mesodermale 
Organe (Chorda, Muskulatur) in gréBerem Umfang entstehen, daB 
dagegen aus dem  wmeuralen Anteil ein Vorderhirnkomplex oder 
Hinterhirnkomplex gebildet wird, wenn der mesodermale Faktor in 
ganz oder teilweise maskierter Form vorliegt und keine oder nur 
wenig mesodermale Organe entstehen. 

Entsprechend wie die embryonale Muskulatur aus 9 Tage bebrii- 
teten Hiihnchen verhielt sich uie Muskulatur erwachsener Hiihner. 
Auch hier verschwand nach Phenolbehandlung das archencephale 
Induktionsvermégen. Dafiir wurden spinocaudale Organe induziert. 


2) Diese Annahme wird durch eine allgemein beim Arbeiten mit hetero- 
genen Induktoren gewonnene Erfahrung bekrdftigt: Wahrend die Kombina- 
tionen archencephaler mit deuterencephalen oder aber deuterencephaler mit 
spinocaudalen Organen hidufig beobachtet wird, treten nur duferst selten 
archencephale, deuterencephale und spinocaudale Organe gemeinsam auf. Eine 
Kombination archencephaler und mesodermaler Organe ohne deuterencephale 
Anteile wurde bisher noch niemals beobachtet. 
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Auffallig war aber der quantitative Unterschied in der Induktions- 
fihigkeit. W&hrend die embryonale Muskulatur in groBer Anzahl 
meist umfangreiche Induktionen hervorrief, induzierte adulte Mus- 
kulatur sehr viel weniger hdufig und nur kleine Gebilde. In ihr sind 
offenbar alle Induktionsfaktoren nur in geringer Menge vorhanden 
(siehe auch TIEDEMANN, BECKER u. TIEDEMANN 1961). 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. 


SUMMARY 


1) Skeletal musculature of 9-day-old chicken embryos and such of 
adult chicken were treated with alcohol and with phenol and then 
tested with regard to their inductive effect. 

2) Fresh skeletal musculature of 9-day-old chicken embryos induces 
archencephalic structures; but its inductive capacity is rather weak 
(40%) and brings about only small formations. 

3) After treatment with alcohol, embryonic chicken musculature 
proves to be a very strong inductor (83%) producing big archen- 
cephalic and deuterencephalic structures (Table 1, fractions Emu 
1-5). An extract from alcohol-treated embryonic musculature also 
frequently provokes inductions (67%); but these are almost exclu- 
sively deuterencephalic ones (Table 1, fraction Emu 7). 

4) Alcohol-treated musculature of adult chicken induces also 
archencephalic structures, but much less frequently (35%), and only 
small formations (Table 2, fraction Amu 1). 

5) After treatment with phenol, too, embryonic chicken muscula- 
ture is found to exercise a very strong inductive power (81%) and 
in most cases creates rather extensi¢y formations which, however, 
comprise almost purely deuterencephalic-spinocaudal organs (Table 
3, fractions Emu 8-10). The same effect is obtained when using an 
extract from phenol-treated musculature (Table 3, fraction Emu 
11). 
6) Phenol-treated musculature of adult chicken produces spino- 
caudal inductions; but the inductive activity is much weaker (7%) 
and brings about only small formations (Table 4, fraction Amu 
3). | 

7) Phenol-treated embryonic chicken musculature, when heated, 
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induces, in 50% of the cases, usually archencephalic structures (frac- 


tion Emu 12). 
8) The treatment with phenol, consequently, activates a meso- 


dermal inductive factor existent in the tissue but being before of very 
slight inducing power. This activated factor, or the formations 
created by it, seem to suppress the archencephalic inductive capacity 
which was previously present. When, by way of heating, the meso- 
dermal inductor is inactivated anew, the archencephalic inducing 


capacity becomes active again. 
9) The musculature of 9-day-old chicken embryos is endowed with 
much more, or more effective, inducing substances than the muscula- 


ture of adult chicken. 
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‘ UBER DIE PRIMAREN SCHRITTE BEI DER 
EMBRYONALEN INDUKTION* 


HEINZ TIEDEMANN, URSULA BECKER 
uND HILDEGARD TIEDEMANN 


Abt. O. Mangold, Heiligenberg-Institut, Heiligenberg/ Baden, Deutschland 


I. EINLEITUNG 


Bald nach der Entdeckung des Organisatoreffektes durch HANs 
SPEMANN und HitpE Manco.tp (1924) ergaben sich Anhaltspunkte 
dafiir, daB die Zell- und Gewebedetermination durch chemische Stoffe 
vermittelt wird (BauTZMANN, HOLTFRETER, SPEMANN, O. MANGOLD 
1932). Die Isolierung dieser Stoffe stie® aber zundichst auf groBe 
Schwierigkeiten. Induktionen vom neuralen und archencephalen” Typ 
konnten durch eine Reihe chemisch sehr verschiedenartiger Sub- 
Stanzen ausgelést werden (Literatur s. HoLTFRETER and HAMBURGER 
1955). 

Zur Klarung der Frage, warum so verschiedenartige Substanzen 
wie Digitonin oder Harnstoff induzierend wirken, trugen Versuche 
von BarTH (1941) und von HoLTFRETER (1944, 1945, 1947) bei (s. auch 
WADDINGTON 1947, WADDINGTON and GOODHART 1949, YAMADA 1950). 
Sie konnten im ventralen Ectoderm der Amphibien-Gastrula ohne 
einen Induktionsstoff, allein durch kurze Behandlung mit Agenzien, 
die bei Jdmgerer Einwirkung Cytolyse hervorrufen, neurale Diffe- 
renzierungen auslésen. Weiterhin wurde gezeigt, daB in lebendem 
Zustand nicht induzierendes Gastrulaectoderm nach Erhitzen oder 
Alkoholbehandlung archencephale Induktionsfihigkeit gewinnt ( 
HAUSER 1952). Im ventralen Ectoderm sind also offenbar in ge- 
bundener Form neurale Induktionsstoffe vorhanden, die durch Abtéten 
der Zellen freigesetzt werden kénnen. | 

Da die Mehrzahl der oben erwdhnten neural induzierenden Sub- 
stanzen in héherer Konzentration und bei laingerer Einwirkung die 


* Herrn Professor OTTO MANGOLD zum 70. Geburtstag gewidmet. 
1) Als archencephal werden Vorderkopfinduktionen, als deuterencephal Hinter- 
kopfinduktionen und als spinocaudal Rumpf-Schwanz-Induktionen bezeichnet 


(F. E. LEHMANN 1945). 
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Zellen schddigt und abtétet, kénnten sie auf folgendem, indirektem 
Wege wirksam werden: Durch Abtéten eines Teils der Zellen werden 
Induktionsstoffe freigesetzt, welche die iiberlebenden Zellen zur Diffe- 
renzierung veranlassen, oder es werden durch intermediadre Schaddigung 
von Zellstrukturen Stoffe freigesetzt (HOLTFRETER 1947), welche in 
den gleichen Zellen zur Wirkung gelangen ( Relais-Mechanismus Hotr- 
FRETERs). 

Eine mesodermale Differenzierung konnte durch die oben erwdhn- 
ten Stoffe nicht erreicht werden. Von Masur (1960) ausgefiihrte 
Versuche zeigten aber, daB ventrales Ectoderm von Triturus pyrrho- 
gaster nach Behandlung mit LiCl. Muskelzellen, Pronephros und z. T. 
Blutelemente bilden kann. Chordazellen entstehen dagegen nicht. Von 
LEHMANN (1937) wurde an ganzen Keimen schon eine Hemmung der 
Chordabildung durch Li beobachtet. Dissoziierte und mit LiCl be- 
handelte Ectodermzellen von Rana pipiens bilden Mesenchymzellen 
und Chromatophoren (Barts and BaArtuH 1959). Auch aus dem ven- 
tralen Ectoderm von Triturus alpestris entstehen nach LiCl-Behand- 
lung Schwanzbildungen, wie Becker (1961) mit einer neu entwickelten 
Explantantionsmethode fand (Brecker, TIEDEMANN u. TIEDEMANN 1959, 
BECKER U. TIEDEMANN 1961). 

Dieser ,,unspezifischen‘‘ Auslésung von neuralen und mesoder- 
malen Differenzierungsvorgingen stehen Versuche gegeniiber, welche 
das Vorhandensein von regionsspezifischen Induktionsstoffen oder-Stoff- 
komplexen zeigen. Nach O. MANGo_p (1933) rufen verschiedene Ab- 
schnitte des Urdarmdaches der Neurula regionsspezifische Induktionen 
hervor. Das 2. Viertel des Urdarmdaches induziert vor allem archence- 
phale, das 3. Viertel deuterencephale, das 4. Viertel spinocaudale 
Organe. Auch verschiedene Gewebe erwachsener Tiere kénnen eine 
deutlich regionsspezifische Wirkung ausiiben (Literatur s. HOLTFRETER 
and HAMBURGER 1955). Besonders hervorzuheben ist die vorwiegend 
mesodermale Induktionsleistung von Meeschweinchen-Knochenmark 
(ToIvonen 1953), welches vorwiegend Muskulatur, Chorda und Niere 
induziert, wihrend neurale Elemente fehlen. Bei der chemischen Auf- 
arbeitung von 7-9 Tage alten Hiihnerembryonen, die sehr wirksame 
neurale und mesodermale Faktoren enthalten, konnte der mesoder- 
male Faktor vom deuterencephal induzierenden Faktorenkomplex 
prdparativ getrennt und durch Ionenaustausch-Chromatographie wirk- 
Sam weiter angereichert werden. Der deuterencephal induzierende 
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Faktorenkomplex konnte durch Ionenaustausch-Chromatographie eben- 
falls gereinigt und in ein nenral-archencephal induzierendes Nucleo- 
proteid und in ein mesodermal induzierendes Protein aufgespalten 
werden (TIEDEMANN U. TIEDEMANN 1959, TIEDEMANN, H. 1959, T1EDE- 
MANN, KESSELRING, BECKER U. TIEDEMANN 1961 a u.c). Der in Meer- 
schweinchen-Knochenmark vorhandene mesodermale Faktor wurde 
von YAMADA (1958 a) angereichert. Alle diese Faktoren stellen Pro- 
teine und Ribonucleoproteide dar (YamMapa and TaKkaTA 1956; Hayasul 
1956; YAMADA 1958b, TIEDEMANN u. TIEDEMANN 1956; TIEDEMANN Uu. 
TIEDEMANN 1959; TIEDEMANN, Hl. 1959; TIEDEMANN, TIEDEMANN U. 
KESSELRING 1960). In 9. Tage alten Hiihnerembryonen sind die In- 
duktionsstoffe fast ausschlieBlich an Zellstrukturen gebunden, vor 
allem an die Microsomen. Der deuterencephale Faktorenkomplex ist 
vor allem in den Ribosomen enthalten, der spinocaudal-mesodermale 
dagegen im Desoxycholsdure-léslichen Anteil der Microsomen (TIEDE- 
MANN, KESSELRING, BECKER U. TIEDEMANN 1961a, 1961 b). 

Um iiber den Induktions- und Determinationsmechanismus in der 
Amphibiengastrula, dem in morphologischer Hinsicht bisher am 
besten untersuchten Objekt der Entwicklungsphysiologie, AufschluB 
zu gewinnen, haben wir mit Untersuchungen iiber die Induktionsstoffe 
in Amphibienkeimen begonnen. Zundichst wurde gepriift, ob der 
neurale Induktionsfaktor aus Amphibienkeimen ebenso wie die aus 
Hiihnerembryonen oder erwachsenen Geweben gewonnenen Faktoren 
durch Trypsin inaktiviert wird. Weiterhin wurde die Aktivierung 
von Induktionsstoffen in ventralem Gastrula-Ectoderm, vor allem im 
Hinblick auf die mit LiC/7 erhaltenen Befunde, untersucht. Anschlie- 


Bend wird erédrtert, welche Primdrschritte die Differenzierung ausliésen 
k6nnen. 


Il. INAKTIVIERUNG EINES NEURALEN INDUKTIONSFAKTORS 
AUS AMPHIBIENKEIMEN DURCH TRYPSIN 


Durch Extraktion von Gastrula- und Neurulastadien von Trviturus 
alpestris bei pH 9.5 (s. Methoden) wurde eine Fraktion gewonnen, 
die in 32% der Fialle mittelgroBe bis kleine pigmentierte Buckel. 
hervorrief (Tabelle 1). Diese enthielten in 11 Fallen ein Gehirnfrag: 
ment und in 5 Fallen Augenfragmente. Die relativ geringe Induk- 
tionswirkung dieser Fraktion aus Triturus-Keimen ist wohl zum Teil 
durch den hohen Gehalt an inaktiven Dotterproteinen bedingt. Nach 
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Tabelle 1. Inaktivierung neural induzierender Stoffe aus Gastrula- 
und Neurulastadien von Triturus alpestris durch Trypsin. 
(Auswertung mit der binokularen Lupe) 


| Positiv |Gré8ed.Induktion Induzierte Organe 
. | - Gehdr- 
Falle | Zahl| % | Grog frag- cer 
Kontrolle 72 2:| — 5 | 18 5 1 2 
shrabaut 52 2 4 2 1 


Incubation mit Trypsin wird, wie aus Tabelle 1 hervorgeht, die 
neural-archencephale Induktionswirkung der Fraktion fast vollstandig 
aufgehoben. Der induzierende Faktor verhdlt sich also ebenso wie 
der archencephale Induktor aus Meerschweinchenleber (HAyYAsuHI 
1958) und wie der deuterencephale Induktor aus Hiihnerembryonen 
(TIEDEMANN, TIEDEMANN, KESSELRING 1960), die beide durch Trypsin 
inaktiviert werden. Das Ergebnis spricht fiir die Beteiligung von 
Proteinen bei den in der Gastrula und Neurula normalerweise 
ablaufenden neuralen Induktionsvorgdngen und stiitzt die Vermutung, 
daB zwischen den sogenannten hetorogenen neuralen Induktoren und 
den im Amphibienkeim selbst gebildeten Stoffen strukturelle Gemein- 
samkeiten bestehen. 

Das Verhalten des spinocaudalen Induktors der Amphibienkeime 
gegen Trypsin mu noch untersucht werden. 


III. Dirt BEZIEHUNGEN ZWISCHEN INDUKTION UND 
REPRESSION IN DER EMBRYONALENTWICKLUNG 


Wie einleitend schon erwdhnt wurde, kann sich ventrales Ecto- 
derm nach voriibergehender Zellschddigung ohne Zufuhr von Induk- 
tionsstoffen neural differenzieren. Dabei wird ein in den Zellen in 
inaktiver Form vorhandener neuraler Induktionsstoff aktiviert. Nach 
der Aktivierung dieses neuralen Faktors gewinnt das Ectoderm auBer- 
dem selbst neurale Induktionsfihigkeit. In der Normalentwicklung 
bleiben die Entwicklungsméglichkeiten (Potenzen, Driescn) fiir neurale 
Differenzierung im ventralen Ectoderm aber gehemmt, da der Faktor 
normalerweise nicht aktiviert wird. Diese Hemmung der Entwick- 
lungspotenzen méchten wir als Repression bezeichnen. 
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Wie ebenfalls schon erwadhnt, kann ventrales Ectoderm nach Be- 
handlung mit LiCl Muskulatur und Niere* bilden. LiCl aktiviert also 
normalerweise gehemmte mesodermale Entwicklungspotenzen. Es 
schien nun moglich, daB im ventralen Ectoderm auBer dem neuralen 
Induktionsstoff auch ein mesodermaler Induktionsstoff in inaktiver 
Form vorhanden ist. Dann sollte es méglich sein, den mesodermalen 
Faktor zu aktivieren und im Induktionsversuch nachzuweisen. 

Da in der Skelettmuskulatur 9 Tage alter Hiihnerembryonen der 
mesodermale Induktor durch Behandlung mit Phenol aktiviert werden 
kann (Becker, TIEDEMANN, TIEDEMANN, 1961), behandelten wir ven- 
trales Ectoderm mit Phenol und priiften dann die Induktionsleistung. 
Das Ergebnis ist in Tabelle 2 dargestellt. 

Bei dem ersten in Tabelle 2 angegebenen Versuch wurden die in 
Phenol lésliche Fraktion und die in Phenol unlésliche Zwischenschicht 
(s. Methoden) nicht getrennt. Von 26 Fallen wiesen nur 3 kleine 
Induktionen auf. Sie enthielten Mesenchym, Pigment und kleine 
Gehirnfragmente. Eine bessere Induktionsleistung wurde im zweiten 
Versuch erzielt, bei dem die Phenol-léslichen und die Phenol-unlés- 
lichen Fraktionen getrennt getestet wurden. 33% bezw. 36% der 
Fadlle waren positiv. Das Ergebnis der histologischen Untersuchung 
ist in Tabelle 2 dargestellt. In insgesamt 16 Fallen waren Gehirne, 
in 9 Fallen Augenfragmente oder freie Linsen, und in 3 Fallen Ge- 
hérblasen induziert worden. Eine kleine Chorda war in 2 Fallen 
vorhanden, etwas Kopfmuskulatur ebenfalls in 2 Fallen. AuBerdem 
enthielten alle Induktionen Mesenchym und Pigment. Auf Abb. 1 ist 
ein Querschnitt durch eine Induktion mit einer kleinen induzierten 
Chorda (Ch. i.) dargestellt. Die Chorda grenzt an das ebenfalls in- 
duzierte Gehirn (G. 1.) an. 

Im Gegensatz zur Phenol-behandelten Muskulatur, welche deuter- 
encephal-spinocaudal induziert”, ist die Induktionsleistung von 


2) Das archencephale Induktionsvermégen der Muskulatur wird durch Phenol 
weitgehend aufgehoben. Dies beruht nicht auf einer Zerstérung des neuralen 
Induktionsfaktors. Wahrscheinlich wird durch den nach Phenolbehandlung 
sehr aktiven mesodermalen Faktor das archencephale Reaktionsvermégen im 
Ectoderm unterdriickt. Hinterhirn und Neuralrohr werden auch nach Phenol- 
behandlung noch gebildet (BECKER, TIEDEMANN und TIEDEMANN 1961). 

* Anmerkung bei der Korrektur: 

Neuere Versuche von MASUI haben gezeigt, daB in Abhingigkeit vom pH- 
Wert unter dem Einflu8 von LiCl auch Chorda gebildet werden kann. 
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Phenol-behandeltem ventralem Ectoderm also vorwiegend neural-arch- 
encephal. Eine mesodermale Komponente ist aber vorhanden. Sie 
ist jedoch nur schwach ausgepragt. 

Die Versuche, die noch erweitert und bei anderen Amphibienarten 
nachgepriift werden miissen, zeigen, daB im ventralen Ectoderm 
auBer dem neuralen in geringer Menge wahrscheinlich auch ein 
mesodermaler Induktionsfaktor vorhanden ist. 

Beide Faktoren liegen aber in unwirksamer, inaktiver Form vor. 
Durch ihre Aktivierung kann die neurale und mesodermale Differen- 
zierung in Gang gebracht werden. Wahrscheinlich regen alle vor- 
iibergehend eine Zellschidigung bewirkenden Stoffe—so wie auch 
LiCl—auf diesem Wege durch Aufhebung der Repression die Diffe- 
renzierung an. Die Differenzierung kann andererseits aber auch durch 
die Zufuhr von Stoffen ausgel6st werden, die mit den im Ectoderm 
vorhandenen identisch oder strukturell verwandt sind. Dieser Modus 
gilt, wie im nadchsten Abschnitt noch eingehender erortert wird, sehr 
wahrscheinlich fiir die gereinigten mesodermalen und neuralen In- 
duktionsfaktoren. 

Unabhangig davon, ob die Induktionsstoffe im Gewebe freigesetzt 
oder ob sie von auBen zugefiihrt werden, aktivieren sie dann wahr- 


Abb. 1. Querschnitt durch eine am Bauch der 
Wirtslarve befindliche Induktion, hervorgerufen 
durch Phenol-behandeltes Ectoderm einer Triturus- 
gastrula.. Ch.i.=induzierte Chorda; G.i.= indu- 
zierter Gehirnkomplex. (Vergr. ca. 90~< ). 
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scheinlich auf einem noch nicht bekannten Wege im Zellkern be- 
stimmte, fiir die Differenzierung notwendige Gensysteme (s. auch 
HaporN 1955, BEERMANN 1961), indem sie entweder Gen-Repressoren 
unwirksam machen oder aber bestimmte Gen-abhangige Reaktionsket- 
ten vervolistandigen. Eine solche Aktivierung im Zellkern gelegener, 
Gen-abhangiger Systeme lassen auch kiirzlich mit “CO, durchgefiihrte 
Markierungsversuche der Zellkernribonucleinsdure in verschiedenen 
Entwicklungsstadien von Triturus alpestris erkennen (TIEDEMANN und 
Born 1961). Die spezifische Aktivitat der aus Zellkernen isolierten 
Ribonucleinsdure steigt zwischen dem friihen Gastrulastadium und 
dem spdten Neurulastadium von Triturus alpestris um das 4-5fache 
an. In dieser Entwicklungsphase erfolgt also im Zellkern eine bedeu- 
tende Steigerung der Ribonucleinsdure-Synthese®”. Die spezifische 
Aktivitat der aus anderen Zellfraktionen isolierten Ribonucleinsdure 
steigt dagegen in der gleichen Entwicklungsphase nicht so stark an. 


IV. Dre VERTEILUNG DES MESODERMALEN INDUKTIONSFAKTORS IN 
VERSCHIEDENEN ENTWICKLUNGSSTADIEN VON HijJHNEREMBRYONEN 


Wie oben schon erwdhnt wurde, zeigten in anderem Zusammen- 
hang ausgefiihrte Versuche, daB die Muskulatur 9 Tage alter Hiih- 
nerembryonen einen sehr. wirksamen mesodermalen Faktor enthalt. 
Die mesodermale Induktionsleistung tritt aber erst nach Behandlung 
der Muskulatur mit Phenol hervor. Eine teilweise Aktivierung erfolgt 


3) Ob der Aktivitaétsanstieg die lésliche Kernribonucleinsdure (Kern s-RNS) 
und die in den Kernribosomen und im Nucleolus enthaltene Ribonucleinsdure 
(Kern h-RNS) in gleichem Mafe betrifft, wurde noch nicht untersucht. Kern- 
ribosomen wurden bisher nur aus Thymus- (FRENSTER, ALLFREY and MIRSKY 
1961), Lymphozyten- (FRENSTER, ALLFREY and MIRSKY 1960) und aus Leber- 
Zellkernen (TIEDEMANN und KESSELRING 1961) isoliert. Ihr Vorkommen in 
allen Zellkernen ist aber sehr wahrscheinlich (vgl. die elektronenmikroskopi- 


schen Befunde von KARASAKI (1959) an Ectoderm-Kernen von Triturus pyr- 
rhogaster). Médglicherweise dienen die Kernribosomen der Informationsiiber- 
tragung bei der Bildung neuer Synthesezentren. 

‘) Auf das komplizierte Verteilungsmuster der aktiven und der gebundenen 
Induktionsfaktoren und auf die zeitliche und raéumliche Anderung dieses 
Musters wdhrend der Normalentwicklung soll hier nicht naher eingegangen 
werden. Auch die komplizierten Sekunddrreaktionen, die auf die primdren 
Determinationsschritte folgen und zur Organbildung fiihren, seien hier nicht 
erértert (s. die zusammenfassenden Darstellungen von LEHMANN 1945, HOLT- 
FRETER and HAMBURGER 1955, v. WOELLWARTH 1956, DALCQ 1960, O. MAN- 


GOLD 1961). 
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auch nach Behandlung mit schwachem Alkali bei pH 9,5-10,0. 

Im AnschluB an diese Befunde haben wir die Induktionsleistung 
jingerer Embryonalstadien vor und nach Phenolbehandlung (24 bis 
44 Stunden bebriitete Hiihnerembryonen) untersucht. Wie aus Tabelle 
3 hervorgeht, induzieren die Embryonen ohne vorhergehende Phenol- 
behandlung nur d4uBerst schwach. Nach Behandlung mit Phenol tritt 
eine starkere, aber vorwiegend neurale Induktionsleistung auf. Die 
spinocaudal-mesodermale Induktionsleistung ist zu diesem Zeitpunkt 
sehr gering. Es wurde nur ein einziger kleiner Mesenchymschwanz 
gebildet. 9 Tage alte Hiihnerembryonen induzieren dagegen nach 
Phenolbehandlung sehr stark spinocaudal-mesodermal. 72% der Falle 
wiesen zum Teil grobe Rumpf-Schwanzinduktionen auf (Tabelle 3). 
Die Muskulatur aus 9 Tage alten Hiihnerembryonen induziert, wie 
oben schon erwidhnt, ebenfalls stark spinocaudal-mesodermal, wahrend 
die Induktionsleistung adulter Hiihnermuskulatur wieder wesentlich 
geringer ist (BECKER, TIEDEMANN und TIEDEMANN, 1961). 

Der mesodermale Stoff ist in den dlteren Hiihnerembryonen also 
in grOBerer Menge vorhanden als in sehr jungen Embryonalstadien. 
Offenbar setzt der Stoff in den Zellen, die er zur mesodermalen Diffe- 
renzierung anregt, seine eigene Neubildung in Gang”. 

Das Vorhandensein einer groéBeren Menge des mesodermalen 
Faktors in dlteren Hiihnerembryonen laBt es unwahrscheinlich er- 
scheinen, dab der Faktor in Hiihnerembryonen nur einen Induktor 
ganz anderer chemischer Konstitution freisetzt und dann keine 
weitere Funktion mehr ausiibt. Welche Funktion er in dlteren Em- 
bryonen bei der Differenzierung innehat, ist jedoch noch unbekannt. 

Auch die Bildung von Induktionen im Gastrula-Ectoderm von 
Triturus unter dem Einflu® der ,,hetorogenen“ Induktionsstoffe aus 
Hiihnerembryonen und anderen Geweben erfolgt sehr wahrscheinlich 
nicht durch Freisetzen ,,interner‘‘ Induktoren ganz anderer chemischer 
Konstitution. Vielmehr ersetzen die ,,heterogenen‘ Induktionsstoffe 
wahrscheinlich einen in geringer Menge vorhandenen, inaktiven (s. 
oben Abschnitt II1), chemisch verwandten Stoff. 

Hierfiir spricht einmal, daB die Induktionsstoffe aus Hiihner- 
embryonen und aus TJviturus-Keimen sich, soweit bisher untersucht, 


5} Hierbei wird vorausgesetzt, da8B der Faktor auch in Hiihnerembryonen 
die mesodermale Differenzierung in Gang setzt. Das ist noch nicht bewiesen, 
aber doch sehr wahrscheinlich. 
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chemisch dlinlich verhalten. AuBerdem sind die Organkomplexe, 
welche durch die angereicherten mesodermalen oder neuralen In- 
duktionsfaktoren hervorgerufen werden, im Vergleich zu den durch 
, Unspezifische“ Mittel ausgeldésten oft zahlreicher, groBer und har- 


monischer ausgebildet. 
Viele der angeschnittenen Fragen kénnen heute noch nicht end- 


giiltig beantwortet werden. Die bisherigen Ergebnisse zeigen aber, 
daB die Zelldetermination und die Organbildung von einem System 
hemmender und aktivierender Faktoren gesteuert werden. Bei diesen 
Prozessen sind Induktionsstoffe mit spezifischer Wirkung, die angerei- 
chert werden k6nnen, beteiligt. Sie sind vor allem an Zellstrukturen 
gebunden. Die mit ,,unspezifischen‘‘ Mitteln (LiCl, cytolytisch wir- 
kende Substanzen) ausgelosten Effekte werden wahrscheinlich durch 
Verdinderung dieser labilen Zellstrukturen hervorgerufen. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft ausgefiihrt. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 


1) Testbedingungen. Alle Fraktionen wurden nach der Einsteckmethode 
von O. MANGOLD (1923) an Gastrulen von Triturus alpestris ausgetested. Die 
Keime wurden in Cibazol (Ciba A. G., Basel)-haltiger Holtfreterlésung ca. 14 
Tage aufgezogen und dann in Bouin fixiert. Nach Farbung mit Hamalaun- 
Eosin wurden die Schnitte mikroskopisch untersucht. 


2) Incubation von Extrakten aus Triturus-Keimen mit Trypsin. Nicht enthiillte 
Gastrula- und Neurula-Stadien von Triturus alpestris wurden mehrmals mit 
destilliertem Wasser gewaschen, dann im gleichen Volumen destilliertem 
Wasser suspendiert und 4 mal je 15” unter Eiskiihlung mit dem Turrax (Janke 
& Kunkel K. G., Staufen i. Br.) homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 
1 N NaOH auf pH 9,5-10,0 eingestellt. Nach 30’ langem Stehen wurde 20’ bei 
15000 U/Min. und ca. +4° zentrifugiert. Der sehr triibe, griinliche Uberstand 
wurde mit 0,1 N HCl auf pH 7,6 eingestellt und dann 30’ bei 40000 U/Min. und 
ca. +2° zentrifugiert. Der Uberstand, der ca. 1,6% Protein enthielt, wurde 120’ 
bei 25° und pH 7,4 mit Trypsin incubiert. Das Verhdltnis Protein : Trypsin 
war 10:1. AnschlieSend wurde, wie schon beschrieben (TIEDEMANN, TIEDE- 
MANN u. KESSELRING 1960) mit Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor abgestoppt, auf 
pH 6,5 eingestellt und bei 0° mit 2 Vol. Alkohol gefallt. 


3) Phenolextraktion. Das Gastrula-Ectoderm von Triturus alpestris wurde 
in Holtfreterlésung isoliert, die 1-2 Tage bebriiteten Hiihnerembryonen in 0,99% 
NaCl-Lésung. Die Hiihnerembryonen wurden médglichst weitgehend vom noch 
anhaftenden Dotter befreit. Die L6sungen wurden médglichst weitgehend wieder 
entfernt, die Gewebe in wenig Wasser aufgenommen und vorsichtig homogenisiert. 
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AnschlieBend wurde mit dem gleichen Volumen 80% Phenol (3 mal destilliert) 

‘"-10’ auf 60° erwirmt, im Eisbad abgekiihlt und zentrifugiert. Dann wurden 
entweder nur die unten befindliche Phenolschicht (=Phenol-léslicher Anteil ) 
oder nur die Zwischenschicht (=Phenol-unléslicher Anteil) oder beide Schich- 
ten zusammen (s. Tab. 2 und Tab. 3) mit 4-5 Vol. Alkohol~Ather (1:2) ver- 
setzt. Nach kurzem Stehen bei —20° bildet-sich eine flockige Fdallung, die 6- 
8x mit Alkohol-Ather (1:1) und1x mit wenig 66% Alkohol gewaschen wurde. 


ZUSAMMENFASSUNG 


1) Der neurale Induktionsfaktor aus Triturus-Keimen wird durch 
Trypsin inaktiviert. Er verhdlt sich in dieser Hinsicht ebenso wie 
die sogenannten heterogenen Induktoren aus Hiihnerembryonen und 
anderen Geweben. 

2) Nach Behandlung mit Phenol induziert ventrales Gastrula- 
Ectoderm vor allem neural-archencephal. AuBerdem tritt eine schwa- 
che mesodermale Induktionskomponente hervor. 

AuBer einem neuralen ist im ventralen Gastrula-Ectoderm also 
wahrscheinlich auch ein mesodermaler Induktionsfaktor vorhanden. 
Beide Faktoren liegen unter physiologischen Bedingungen aber in 
inaktiver Form vor. Die mesodermalen und neuralen Entwicklungs- 
potenzen sind deshalb gehemmt. Durch Aktivierung der Faktoren 
kann die Repression (Hemmung) aufgehoben und die Differenzierung 
im Ectoderm in Gang gesetzt werden. Die Aktivierung kann durch 
eine Reihe sehr verschiedenartiger Substanzen erfolgen. 

3) Demgegeniiber wirken die gereinigten mesodermalen (und 
neuralen) Induktionsstoffe, welche Protein-;und Nucleoproteidnatur 
haben, sehr wahrscheinlich auf einem mehr direkten Wege und nicht 
durch Freisetzen eines ,,internen‘’ Induktors anderer chemischer 
Konstitution. | | 

4) Der mesodermale Faktor ist in dlteren Hiihnerembryonen in 
gréBerer Menge enthalten als in sehr jungen Embryonalstadien. 
Offenbar setzt der Stoff in den Zellen, die er zur mesodermalen Diffe- 
renzierung anregt, seine eigene Neubildung in Gang. 


SUMMARY 


1) The neural inductive factor from Triturus embryos is inacti- 
vated by trypsin,—likewise as is the case with the so-called hetero- 
geneous inducers from chicken embryos and other tissues. 
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2) After treatment with phenol, ventral gastrula ectoderm induces 
chiefly neural-archencephalic structures. Moreover appears a weak 
capacity to induce mesodermal tissues. 

Hence, beside the neural inductive factor, there is probably also 
a mesodermal one present. Both factors, however, are inactive when 
under normal physiological conditions. The mesodermal and the 
neural potencies of development then are repressed. By activation 
of the factors the repression can be released and then differentiation 
begins in the ectoderm. The activation can be performed by a number 
of greatly varying substances. 

3) On the other hand, the purified mesodermal (and neural) in- 
ducing substances which are proteins or nucleoproteids, to all pro- 
bability exercise their effect in a more direct way, and not by setting 
free an “internal” inducer of different chemical constitution. 

4) The mesodermal factor is to be found in older chicken embryos 
in larger quantity than in very young embryonic stages. Obviously 
this factor is able to start its own reformation in the cells which 
are stimulated by the factor to mesodermal differentiation. 
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UND DER TEMPERATUR BEI DER 
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EINLEITUNG 


Die Determination der Augenlinse ist eines der d4ltesten Probleme 
der Entwicklungsphysiologie der Amphibien. Da mehrere und zum 
Teil unerwartete Faktoren in den Vorgang eingreifen, waren die Er- 
gebnisse von Anfang an scheinbar widerspruchsvoll und haben bis 
heute zu immer neuen Untersuchungen AnlaB gegeben. 3 

Aus der ersten experimentellen Untersuchung des Vorgangs bei 
Rana fusca hatte Spemann (1901) den SchluB gezogen, daB der pri- 
madre Augenbecher die Bildung der Linse induziert, denn nach Ent- 
fernung der neuralen Augenanlage im Neurulastadium war auch die 
Bildung der Linse unterblieben. Dieser Befund wurde zwar durch 
zahlreiche weitere Untersuchungen an verschiedenen Amphibienarten 
bestdtigt, doch wurden bald Fadlle beobachtet, in denen auch nach 
Entfernung der neuralen Augenanlage eine mehr oder weniger gut 
entwickelte Linse entstanden war. Die Fahigkeit zur Bildung solcher 
vom primdren Augenbecher unabhdngiger ,,freier Linsen“ schien bei 
verschiedenen Amphibienarten charakteristisch verschieden zu sein. 
Vom Augenbecher abhangig war die Linsenbildung nach diesen Defekt- 
versuchen bei Rana sylvatica, Bufo, Pleurodeles walti#, Triton taeniatus 
und alpestris; gut entwickelte Linsen, unabhangig vom Augenbecher, 
fand SpEMANN selbst (1912) bei Rana esculenta; andere Arten wie 
Amblystoma punctatum, Bombinator pachypus, Rana palustris und Rana 
Susca bildeten ohne Augenbecher kleine Linsen, Lentoide oder nur | 
Ektodermverdickungen. In einigen Fallen wurden aber auch bei der- 
selben Art widersprechende Befunde erhalten. Eine erste Zusammen- 


* Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor MANGOLD, zu seinem 70. 
Geburtstage am 6. November 1961 in Dankbarkeit gewidmet. 
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fassung der Literatur gab MANGoLD 1931. Sie zeigt deutlich die Wech- 
selhaftigkeit der Ergebnisse (J. c. S. 248-256). 

Einige Widerspriiche kénnen durch die Entdeckung erklairt werden, 
daB die Temperatur die Determination der Linse beeinfluBt. So konnte 
WoERDEMAN (1939) die unabhangige Linsenbildung bei Rana esculenta 
zundchst nicht bestdtigen und vermutete, daB verschiedene Aufzucht- 
temperatur die Diskrepanz verursacht hatte. Diese Vermutung wurde 
von TEN CaTE (1953, 1956) bestdtigt. Er fand, daB bei hoher Tempera- 
tur (25°C) die Linsenbildung bei R. esculenta vom Augenbecher 
abhangig war, bei tiefer Temperatur (12°) erfolgt ihre Determination 
unabhdingig von der neuralen Anlage. Dabei war die Temperatur 
maBgebend, in der die Keime bis zur Operation, d. h. bis zum mittleren 
bis spditeren Neurulastadium gehalten wurden. Da SPEMANN sein 
Material in flieRendem Wasser von vermutlich 10° bis 15° gehalten 
hatte, WoERDEMAN dagegen bei Zimmertemperatur von etwa 25°, so 
diirfte hiermit die Verschiedenheit der Ergebnisse hinreichend erklart 
sein. 

Bei Taricha torosa ( = Triturus torosus) fand A. G. Jacopson (1958) 
ebenfalls eine Temperaturabhingigkeit der Linsenbildung ohne Augen- 
becher mit einem Optimum von Haufigkeit und Ausbildung bei mitt- 
leren Temperaturen (16°C). Einen TemperatureinfiuB auf die Bildung 
freier Linsen bei FR. esculenta hatte auch v. Uspiscnu (1924) gefunden. 

Da geniigend friihzeitig isoliertes Ektoderm in allen hierauf hin 
untersuchten Fallen keine Linse bildet, muB fiir die Entstehung der 
augenbecherunabhangigen Linsen ein anderer Induktor vorhanden 
sein. Manco.p hatte schon 1931 (S. 257 u. 277) die Vermutung ge- 
auBert, daB das vordere Urdarmdach fiir die Induktion verantwortlich 
sei. HoLTFRETER (1935) und Mikami (1938) haben sich ihr ange- 
schlossen. Diese Vermutung konnte von A. G. Jacosson (1955, 1958) in 
Explantationsversuchen bei Tarvicha torosa bestatigt werden, wihrend 
LIEDKE (1951, 1955) fiir Amblystoma punctatum und Reyer (1958a u. 
b) fiir dieselbe Art und Tyviturus viridescens die Notwendigkeit einer 
vorbereitenden Induktion durch das vordere Urdarmdach demonstriert 
hatten. | 

Daneben scheinen noch andere Organanlagen, nimlich Nasen, 
Gehirn, Gehérblasen, wenn auch in geringerem MaBe, zur Induktion 
befahigt zu sein. (Lit. s. MANGoLp 1931, S. 277, Okapa u. Mikami 1937, 
Mikami 1938, Oxapa 1949 a u. b, HoL_TrrRETER 1951, S 128, Twitty 
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1955, JacoBson 1958). 

Ein neuer Gesichtspunkt trat auf, als MANGotp (1954, 1961) ver- 
schiedene Versuche zur Analyse der Kopfbildung angestellt hatte, bei 
denen u. a. durch Wegnahme der neuralen Augenanlagen augenlose 
Larven entstanden waren. Uberraschenderweise befanden sich dabei 
zahlreiche Tiere mit freien Linsen, obgleich das Versuchsobjekt, 
Triturus alpestris, bei Wegnahme der Augenanlage in der Medullar- 
platte allein oder Wegnahme der primdren Augenblase niemals Linsen 
bildet (MANGoLD 1931, S. 253-255, 1933, U. Becker 1955) und daher 
als Beispiel fiir eine streng augenbecherabhdngige Linsenbildung 
gegolten hatte. 

Es handelte sich dabei um folgende Versuche: 1. GroBe rostrale 
Ektodermdefekte in der spditen Gastrula oder friihen Neurula. Es 
wurde ein groBer vorderer Teil der prdsumptiven Medullarplatte mit 
Wulst und die angrenzende Kopfepidermis entfernt. 2. Aufzucht iso- 
lierter Epidermis-plus-Mesodermmiantel der Neurula, also der ekto- 
und mesodermalen Bezirke auBerhalb der Medullarplatte und des 
Medullarwulstes. 3. Entfernung des Gehirnteiles der Medullarplatte 
samt Wulst im Neurulastadium. In diesem letzten Experiment waren 
besonders zahlreiche Linsen entstanden, nimlich bei 10 von 24 Tieren 
(42%). Sie waren zum Teil mit Nasen oder Gehérblasen vergesell- 
schaftet, die vielleicht zu ihrer. Bildung beigetragen haben kénnten, 
doch waren sie auch 6fters ohne solche Begleitorgane aufgetreten 
(,,solitare Linsen‘“). Neben ihrer Haufigkeit war ihre gute Entwick- 
lung auffallend, sie konnten in Gréfe und Ausbildung sogar normalen 
Augenlinsen gleichkommen. 

Alle 3 Versuchsgruppen unterschieden sich von den friiher be- 
kannten Defektversuchen, in denen die neurale Augenanlage entfernt 
und keine Linse gebildet worden war, in einem gemeinsamen Merk- 
mal: Durch das Fehlen des Neuralleistenmaterials. Diese Beobach- 
tung fiihrte MANGoLtp zu der Vermutung, daB diese Keimanlage in 
den Determinationsvorgang der Linse eingreifen kénnte, und zwar 
in der Weise, daB es die Bildung freier Linsen ohne Augenbecher 
verhindere. Neben der Vereinheitlichung unserer Vorstellungen von 
der Determination der Augenlinse bei den Amphibien, welche das 
Vorkommen freier Linsen auch bei Triturus alpestris herbeifiihrt, 
kénnte der Nachweis einer hemmenden Wirkung dieses Materials, 
zusammen mit der Wirkung der Temperatur, manche scheinbaren 
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Widerspriiche in friiheren Untersuchungen kladren helfen. 

Ich habe daher im AnschluB an den 3. Versuch von MAnNGoLp 
eine direkte Priifung dieser Frage unternommen, durch den Vergleich 
von Versuchsreihen, die sich nur durch das Vorhandensein oder 
mehr oder weniger vollstandige Fehlen des Neuralleistenmaterials 
voneinander unterschieden. Trifft unsere Vermutung zu, sind freie 
Linsen nur oder vorwiegend in der Serie zu erwarten, in der die 
Neuralleiste entfernt wurde. 

Das Neuralleistenmaterial liegt urspriinglich in den seitlichen 
Medullarwiilsten. Es wandert nach dem ZusammenschluB des Me- 
dullarrohres an den Seiten des Kopfes zwischen der Epidermis und 
dem unterlagernden Ento- und Mesoderm ventralwarts herab (SToNE 
1922) und isoliert so zur Zeit der Bildung des Augenbechers die 
beiden Schichten voneinander. 

Uber einen Teil der Ergebnisse: wurde in den Verhandlungen der 
Deutschen Zoologischen Gesellschaft 1961 kurz berichtet. 


MATERIAL UND METHODE 


Das Versuchsmaterial bestand aus Keimen von Triturus alpestris im Neu- 
rulastadium mit breiter Medullarplatte und deutlich erhobenen Wiilsten. Es 
wurden folgende 3 Versuchsserien angestellt: 


Serie A (MANGOLDs Versuch, Abb. 1a). Die Gehirnanlage wurde bis etwa 
zur Mitte des Nachhirns samt Medullarwulst entlang der iuBeren Grenze des 


a b Cc 


Abb. 1. Operationsschema. Neurula von Triturus alpestris. Die punk- 

tierten Bezirke des Ektoderms wurden entfernt.—a Serie A, Entfernung 

der Gehirnanlagen mit Augen bis zur Mitte des Nachhirns mit angren- 

zendem Medullarwulst.— b Serie B, Entfernung der Gehirnanlage mit 

Augen wie bei a, seitlicher Medullarwulst intakt gelassen.—c Serie C, 

Entfernung der Gehirnanlage mit Augen, wie bei a, hintere Halfte des 
seitlichen Medullarwulstes intakt gelassen. 
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Wulstes umschnitten und das Ektoderm mit einer Glasnadel méglichst schonend 
von der Unterlagerung abgelést und entfernt. 


Serie B (Abb. 1 6). Die Gehirnanlage wurde wie bei Serie A entfernt, 
jedoch der das Neuralleistenmaterial enthaltende seitliche Teil des Medullar- 
wulstes am Keim belassen. 


Serie C (Abb. 1 c). Entfernung von Gehirn- und Augenanlagen wie bei A 
und B, die hintere Halfte des das Neuralleistenmaterial enthaltenden Wulstes 
wurde am Keim belassen. 


Um einen etwaigen Einflu8 der Temperatur zu priifen, wurde in den 3 
Serien je ein Teil der Keime etwa vom Morulastadium an bei 14°C, bei 18°C 
und bei ca. 23°C aufgezogen. Nach der Operation kamen sie nochmals in die 
angegebenen Temperaturen bis sie etwa das Stadium 35 erreicht hatten, danach 
wurden sie bei Zimmertemperatur (18-23°) in der tiblichen Weise aufgezogen. 


Der Kulturlésung (Holtfreterlésung, nach der Operation verdiinnt) wurde 
1%, Cibazol zugesetzt. Trotz der groBen Defekte ging die Verheilung, die 
offenbar durch die natiirlichen Gestaltungsbewegungen bei der Neurulation 
unterstiitzt wurde, in der Regel ohne gréLere Schwierigkeit von statten. Meist 
war die grobe Offnung nach 1/2 Tag geschlossen, dauernde Offnungen mit 
freiliegendem Entoderm blieben nur in seltenen Fallen zuriick. 


Nach Verbrauch des Dotters wurden die Larven fixiert und Schnittprapa- 
rate hergestellt (Bouin, Himalaun, Eosin). 


ERGEBNISSE 


1. Entfernung von Gehirn- und Augenanlagen samt Kopfneuralleiste 
(Serie A). 

Die Larven besaBen einen stark verkleinerten Kopf; bei guter 
Verheilung hatten sie jedoch stets einen kleinen, meist réhrenfér- 
migen Mund gebildet, der in den Kiemendarm fiihrte. Die dauBeren 
Kiemen waren hadufig verkiimmert, konnten aber auch besser ent- 
wickelt sein. Bei den meisten Larven war der Rumpf mehr oder 
weniger stark ventralwdrts eingekriimmt, was nach Beobachtungen 
MANGOLDs (1957, 1961 a@ u. 6) als Folge von Defekten in hinteren 
Gehirnabschnitten zu erwarten war. Vom Gehirn war in der Regel 
nur ein Stumpf des hinteren Nachhirns vorhanden, der meistens auf 
beiden Seiten von mehr oder weniger gut entwickelten Labyrinthen 
flankiert war. In einigen Fallen reichte das Neuralrohrende iiber das 
Vorderende der Chorda hinaus. Es hat dann offenbar eine Postgener- 
ation des Gehirns stattgefunden (vergl. MANGoLD u. v. WoELLWARTH 
1950), doch blieb sie ziemlich unvollstandig und fiihrte nur in 2 
Fallen zur Bildung kleiner Augenfragmente. Vom Schddelskelett 
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waren unregelmdBige Teilstiicke des hinteren Neurocraniums vor- 
handen, die aus dem Urdarmdach entstanden waren. Das Visceral- 
skelett fehlte naturgemaB zum groéBten Teil, doch hatten sich manch- 
mal noch Stiicke der hinteren Kiemenbogen gebildet, deren Anlagen 
im Neuralwulst in der Nihe der Schnittgrenze liegen und die daher 
in manchen Fallen. noch zuriickgeblieben waren (vgl. Hérstrapius und 
SELLMAN 1946). Im Epithel der Mundhohle wurden in der Regel Zahn- 
anlagen gefunden, die unabhadingig von Knorpelelementen sein konnten 
und oft gut entwickelt waren. Im iibrigen war der Raum vor dem 
Vorderende der Achsenorgane von Mesenchym und von Muskulatur 
ausgefiillt, die infolge des Mangels der normalen Ansatzpunkte ziem- 
lich unregelmdBig angeordnet war. 

In das Mesenchym des Kopfes eingebettet lagen, wie in MANGOLD’s 
Versuch, in zahlreichen Fallen Nasen oder freie Linsen, auBerdem 
gelegentlich kleine Ganglien. Da die Képfe nur schwach pigmentiert 
waren, konnte man die Linsen, die oft sehr gut entwickelt waren, 
meistens schon bei der Beobachtung im Leben erkennen (vgl. Abb. 
11). Die Linsen sind oft paarig (68% bei niederer Zuchttemperatur). 
Abb. 2 zeigt einen Schnitt durch einen Kopf mit 2 mittelgroBen Linsen. 
Sie liegen im Mesenchym in der Nachbarschaft von Knorpel und 
Muskulatur. Infolge des Fehlens der meisten vorderen Kopforgane 
sind sie in die Héhe der Chorda geriickt. 


Abb. 2. La 28. 2 paarige Linsen in Nachbarschaft von 
Knorpel und in Beriihrung mit Muskulatur. 56~x. 
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Oft erreichen sie durchaus die GréBe normaler Linsen (Abb. 3). 
Einzelne Linsen kénnen annihernd median liegen (Abb. 4), sodaB 
man sie als ,,cyclopisch‘‘ ansehen kénnte. Ofter sind sie aber nach 
ihrer Lage als rechte oder linke Linsen zu betrachten, deren anderer 
Partner fehlt. 

Nicht nur die GréBe der Linsen, auch ihr Bau kann durchaus 
ganz dem normaler Linsen gleichwertig sein. Abb. 5 zeigt eine solche 


Abb 3. La 64. 2 paarige Linsen normaler Grésse und 
Struktur. 56~x. 


Abb. 4. La 41. Solitaire Linse. 56~x. 
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Abb. 5. La 58. Freie Linse in Beriihrung Abb. 6. La 57. Lentoid. 230~x. 
mit Muskulatur. 230~x. 


Linse bei staérkerer VergréBerung. Sie steht in Beriihrung mit Mus- 
kulatur und besitzt die normale Orientierung zur Cberfliche. Anderer- 
seits kommen auch schwach entwickelte Formen bis zu kleinen 
Lentoiden vor, von denen Abb. 6 eines bei starker VergroBerung 
zeigt. (Fiir die Unterscheidung von Linsen und Lentoiden habe ich 
die iibliche Terminologie verwendet, s. BECKER 1959). 

Wihrend die meisten Linsen in dem dorsalen rostralen Teil des 
Kopfes liegen, kommen seltener auch abnorme Lagerungen an der 
Ventralseite des Kopfes vor, die sich aber wohl leicht durch Unregel- 
madBigkeiten bei der Operation oder in der Verheilung der sehr groBen 
Defekte erkliren lassen. Wahrscheinlich sind in diesen Fallen Teile 
des induzierenden Keimmaterials verschleppt worden. Einen beson- 
ders krassen Fall dieser Art zeigt Abb. 7. Der Keim war sehr stark 
hydropisch und die ventrale Leibeswand extrem gedehnt. Die Abbil- 
dung zeigt einen Schnitt durch die ventrale Kiemendarmregion mit 
den diese Region bedeckenden Hautfalten. Hier hatte sich eine mittel- 
groBe Linse innerhalb dieser Hautfalten gebildet. Der Fall zeigt, 
daB sich eine Linseninduktion auch unter sehr abnormen Umgebungs- 
verhdltnissen durchsetzen kann. 

In der Regel tritt auf einer seteaayt eine Linse oder Lentoid 
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auf, doch wurden manch- 
mal Nester von 2, 3, ja 


sogar 4 Linsen beobach- 
tet (Abb. 8). 


Die Linsen k6énnen 
ganz frei im Mesenchym 
liegen (Abb. 4) oder in 
Beriihrung mit einem 
oder mehreren andern 
Organen, z. B. Nasen, 
stehen (Abb. 9). Von 
den 176 freien Linsen- 
gebilden, die in dieser 
Serie festgestellt werden 
konnten, hatten 83 keine 
Beriihrung mit anderen 
Organen (,,solitare Lin- 
sen“). Von den iibrigen 
standen in Beriihrung mit 
Muskulatur 58 Linsen, 
mit Knorpel 12, mit Na- 
sen 17, mit Gehirn 11, 
mit Ganglien 4, mit Ge- 
hdrblasen 4, mit Chorda 
2 und mit Pericard 1 
Linse. Einen Sonderfall, 
der in den 128 Tieren 
dieser Serte 2 mal auf- 
getreten war, zeigt Abb. 
10. Hier hat sich ein 


Lentoid innerhalb einer 
Nase entwickelt. 


Da friihere Unter- 
sucher auf einen wesent- 
lichen EinfluB der Tem- 
peratur fiir die Bildung 
freier Linsen hingewie- 
sen hatten (v. UBIscH 


Abb. 8 La 6l. 2 benachbarte Lin- 
sen, 2 weitere erscheinen in den 
anschliessenden Schnitten. 


Abb. 9. La 38. Paarige Linsen in Kombination 
mit medianer Nase. 56~x. 
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1924, WorERDEMAN 1939, 1950, 
TEN CATE 1953, 1956, JACOBSON 
1958) wurden die 128 Tiere 
dieser Serie in 3 Gruppen ge- 
teilt, die bei 14°, 18° und 23°C 
aufgezogen wurden. Das Er- 
gebnis zeigt auch bei unserem 
Objekt einen so starken Ein- 
fluB der Temperatur, daB eine 
Betrachtung der Hiaufigkeit 
ihres Auftretens nur unter 
Angabe der Temperaturbedin- 
gungen sinnvoll ist. 
Betrachtet man die Zahl 
der Tiere, welche freie Linsen 
oder Lentoide gebildet haben 
(Tab. 1), so zeigt sich, daB bei 
der kiihlen Temperatur von 
14? C39 von 41Tieren, also 95% 


Abb. 10. La 8. Lentoid in Nase. 230~x. 


Tabelle 1. Haufigkeit der Bildung freier Linsen und Lentoide bei 
Larven ohne neurale Augenanlagen und ohne Kopfneuralleiste 
bei verschiedenen Zuchttemperaturen 


Temperatur 
Zahl der Tiere 14° | 18° 99° 
Insgesamt 41 42 a 
Mit Linsen 36 22 | 20 
Mit Lentoiden 3 ) | 4 
Mit Linsen-+Lentoiden 39( 95% ) 27( 64% ) 24( 53% ) 
Mit paarigen Linsen oder Lentoiden 28( 68% ) 18(43% ) 8( 18% ) 


aller Tiere freie Linsen oder Lentoide gebildet hatten. 36 Tiere (88% ) 

hatten richtige Linsen, wenn auch nicht immer von normaler GroBe, 

3 Larven besaBen nur Lentoide. Bei héherer Temperatur sinkt die 

Zahl der Tiere mit Linsengebilden merklich ab auf 27 von 42 Tieren 

(64% ) bei 18°, bei 23° besaBen noch 24 von 45 Larven, d.h. 53° der 
Tiere freie Linsengebilde. 

Etwa 2/3 der Tiere, nadmlich 28 von 41 (64%), hatten paarige 
Linsengebilde entwickelt. Die Zahl der paarigen Bildungen sinkt 
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naturgem4B mit steigender Temperatur noch starker ab, sie betrug 
bei 23° noch 18%. Insgesamt hatten die 41 Tiere der 14°-Gruppe 86 
Linsen und Lentoide entwickelt, die 42 Tiere der 18°-Gruppe 52 und 
die 45 Tiere der 23°-Gruppe 38 Linsen oder Lentoide (Tab. 2). 


Tabelle 2. Anzahl der freien Linsen und Lentoide in Larven 
ohne neurale Augenanlagen und ohne Kopfneuralleiste bei 
verschiedenen Zuchttemperaturen 


-Temperatur 
Zahl der 14° 18° | 930 
Tiere 41 42 45 
Linsen | 69 35 32 
Lentoide 17 17 6 
Linsen+ Lentoide 86 52 38 


A 


Niedere Temperatur begiinstigt also auch bei Triturus alpestris 
stark die Entstehung der freien Linsen. 

Ein ganz anderes Verhalten als die Linsen zeigen die Nasen. Sie 
waren ebenfalls haufig aufgetreten, zeigten aber keine deutliche 
Temperaturabhangigkeit. In der 14°-Gruppe besaBen 31 von 41 Tieren 
(76% ) Nasen, in der 18°-Gruppe waren es 30 von 42 (72%) und in 
der 23°-Gruppe 37 von 45 (82%). Nur in etwa 1/3 der Falle traten 
sie paarig auf oder in seitlichen Lagen, hdufiger lagen eine einzige 
oder eine unvollkommen verschmolzene Nase in der Medianebene. 
Die Nasen neigten also viel mehr zu medianer Verschmelzung als 


die Linsen. 


2. Entfernung von Gehirn- und Augenanlagen; Neuralleiste am 
Keim belassen (Serie B.) 

Die SchlieBung des noch immer groBen Defektes verlauft auch in 
dieser Serie‘im Allgemeinen gut und da kein Material des Schddel- 
skelettes entfernt wurde, sind die Képfe viel normaler als in der Serie 
A. Besonders der ventrale Teil des Kopfes mit Mund- oder Kiemen- 
bégen ist verhdltnismaBig gut entwickelt und die 4uferen Kiemen 
kénnen fast normal sein. Ventrale Rumpfkriimmungen waren auch 
in dieser Serie haufig. 

Es war beabsichtigt, wie in der Serie A die ganze Gehirnanlage 
bis zur mittleren Nachhirnregion zu entfernen. Dies wurde in dieser 
Serie unvollstandiger erreicht, als in der vorigen. Es fanden sich 
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meist iiber das Vorderende der Chorda hinaus, nicht selten bis zur 
Nasenregion, reduzierte Gehirnteile und in 35 von den 137 Tieren 
dieser Serie auch Augenbecher und Augenbecherfragmente mit Linsen 
und weitere 29 ohne Linse. Teilweise kénnten diese Gehirnrudimente 
aus nicht entfernten Teilen der neuralen Anlage stammen, denn im 
Lauf der Neurulation verschieben sich die sichtbaren Wulstgrenzen 
und etwa vom Stadium 15 ab gelangt allmahlich mehr und mehr 
Material der Gehirnanlage in den Wulst hinein, der ja geschont werden 
sollte (v. WoELLWARTH 1960). AuBerdem.ist die seitliche Grenze des 
im vorderen Wulst gelegenen Vorderhirnmaterials am Keim nicht 
sichtbar, sodaB mdglicherweise kleine Teile davon zuriickbleiben 
konnten. Zu-einem anderen Teil diirften die Gehirnteile durch Post- 
generation aus dem den Defekt umgebenden Material entstanden sein, 
insbesondere die Augen, deren normale Anlage sicher entfernt worden 
war. Solche Fille sind mehrfach beobachtet worden (MANGoLD 1931, 
1933, 1937, WAECHTER 1953, SLADECEK 1955, C. O. Jacosson 1959, v. 
WOELLWARTH 1960). 

Auch in dieser Serie waren freie Linsengebilde aufgetreten, jedoch 
gegeniiber der vorigen Serie in stark verringerter Zahl. Hinsichtlich 
Lage und Bau entsprechen sie denen in der vorigen Serie. 

12 der insgesamt 30 Linsengebilde lagen frei im Mesenchym 
(,,solitare Linsen“‘). In Beriihrung mit Muskulatur standen 5, mit 
Knorpel 5, mit Nasen 6, und mit Gehirn 2 der Linsengebilde. Ihre 
Verteilung in den Temperaturgruppen* zeigen die Tabellen 3 und 4. 
Bei 14° hatten 9 von 44 Tieren, d. h. 20% freie Linsengebilde ent- 
wickelt, bei 18° besaBen noch 7 von 48 Tieren (15%) und bei 23°6 


Tabelle 3. Haufigkeit der Bildung freier Linsen und Lentoide bei 
Larven ohne neurale Augenanlagen aber mit intakter Neuralleiste 
bei verschiedenen Zuchttemperaturen. (Mit Korrektur durch 

Beriicksichtigung der postgenerierten Augen. ) 


Temperatur 

Zahl der Tiere me | 18° 93° 
Insgesamt 44 48 45 
Insgesamt, korrigiert 34 43.5 42 
Mit Linsen 7 4 | 6 
Mit Lentoiden 2 3 —~0 
Mit Linsen+Lentoiden 9(20%) | 7(15%) | 6(13%) 
Mit paarigen Linsen oder Lentoiden | 2( 4.599)) 3( 6.299)) 1( 2.296) 
Mit Linsen+Lentoiden, korrigiert 9( 26.59%)! 7(16%) | 6(14%) 
Mit paarigen Linsen oder Lentoiden, korrigiert 2( 5.9% ) 3( 6.99 )| 1( 2.4%) 
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Tabelle 4. Anzahl der freien Linsen und Lentoide in Larven 
ohne neurale Augenanlagen aber mit intakter Neuralleiste 
bei verschiedenen Zuchttemperaturen. (Mit Korrektur 
durch Beriicksichtigung der postgenerierten Augen. ) 


Temperatur 
14° 18° 23° 
Tiere 44 48 45 
Tiere, korrigiert | 34 43.5 42 
Linsen | 10 4 7 
Lentoide | 3 6 | 0 
Linsen+ Lentoide 13 10 7 


von 45 Tieren (13%) freie Linsen oder Lentoide. Die Zahlen der Tiere 
mit paarigen Linsen betragen 4.5%, 6.2% und 2.2%. 

Bei dieser Prozentberechnung ist das Auftreten der postgene- 
rierten Augen nicht beriicksichtigt. Da man argumentieren k6énnte, 
daB in der Umgebung eines, wenn auch kleinen Auges aus riumlichen 
oder sonstigen Griinden die Bildung freier Linsen erschwert oder un- 
moglich ware, erscheint es richtiger, die Faille von Augen mit Linsen 
an der Gesamtzahl der Tiere in der Weise in Abzug zu bringen, daB 
man die Gesamtzahlen jeweils fiir 2 Falle (entsprechend den beiden 
Seiten eines Tieres) um 1 reduziert. Die Veranderung der Prozent- 
werte hierdurch ist allerdings geringfiigig (Tab. 3). 

Die Anzahl der freien Linsengebilde zeigt Tabelle 4. Bei 14° 
entstanden insgesamt 13 Linsengebilde in 44 Tieren, bei 18°10 Linsen- 
gebilde in 48 Tieren und bei 23°7 Linsen in 45 Tieren. Korrektur fiir 
postgenerierte Augen reduziert die Zahl der Tiere auf 34, 43.5 und 42. 

Die Temperatur beeinfluBt die freien Linsen im selben Sinn wie 
in der vorigen Serie. 

Nasen waren in den meisten Fallen aufgetreten, nadmlich in 98%, 
100% und 89% bei 14°, 18° und 23°C. In einem starken Fiinftel der 
Falle waren sie paarig und lagen lateral, die Mehrzahl lag unpaar 
median, mehrere waren in der Mediane verschmolzen. 


3. Entfernung von Gehirn- und Augenanlagen samt der vorderen 
Halfte der Kopfneuralleiste (Serie C). 

In der Laichzeit des den Versuchen der Serien A und B folgenden 
Jahres wurde in einer dritten Serie auBer den Gehirn- und Augen- 
anlagen die vordere Hdlfte des seitlichen Neuralwulstes entfernt, und 
nur die hintere Hadlfte am Keim belassen (Abb. lc). Die Keime 
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wurden vom Morula- bis Schwanzknospenstadium (Stad. 35 n. Harr.) 
bei einer Temperatur von 14°C gehalten, die sich fiir die Entstehung 
der freien Linsen als besonders giinstig erwiesen hatte. Die Ver- 
heilung verlief in der Regel ohne Schwierigkeiten. Die allgemeine 
Ausbildung der K6épfe liegt, entsprechend der DefektgréBe zwischen 
der der Serien A und B. Augen waren in dieser Serie nicht ent- 
standen. Die Larven wurden vor der Fixierung im Leben sorgfialtig 
auf das Vorkommen freier Linsen hin untersucht, wie es auch schon 
bei den Serien A und B geschehen war. Die histologische Utersuch- 
ung steht noch aus, doch zeigte die Erfahrung, daB schon die Beo- 
bachtung im Leben brauchbare Ergebnisse liefert, die durch die 
Untersuchung der mikroskopischen Schnittpriparate nicht mehr stark 
verdindert werden. Die Ergebnisse der Untersuchung im Leben seien 
daher hier schon angefiihrt. 

Die freien Linsen sind bei giinstiger Lagerung und guter Aus- 
bildung an der lebenden Larve leicht zu sehen. Abb. 11 zeigt einen 
solchen Fall, der schéne paarige Linsen gebildet hatte. 


Abb. 11. Le 11. Augenlose Larve der Serie C mit 
paarigen Linsen (L). 


Von 75 Tieren besaBen 35 von auBen sichtbare Linsen, das sind 
48%. Es mag sein, daB sich der Wert bei der Schnittuntersuchung 
noch geringfiigig erhGht. Er liegt zwischen den Werten der Serie 
A mit 95% und B mit 26.5%. Somit hat auch der hintere Teil der 
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Kopfneuralleiste eine hemmende Wirkung auf die Linsenbildung be- 
wiesen, obgleich er in der Normalentwicklung hinter der Augen- 
region liegende Gebiete einnimmt (Horstapius und SELLMAN 1946). 
Die Schnittuntersuchung wird zeigen kénnen, ob aus seinem Material 
vielleicht eine Restitution vorderer Neuralleistenabschnitte stattge- 
funden hat. 


BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE 


1. Die freien Linsen bet Triturus alpestris 

In Versuchen, in denen im Neurulastadium die ganze Kopfmedul- 
larplatte samt Wulst entfernt worden war, hatte MANGoLpD (1961) bei 
Triturus alpestris freie Linsen in groBer Zahl (42% der Falle) gefun- 
den, die teilweise sehr gut entwickelt waren. Die systematische Nach- 
priifung dieses Versuches hat ergeben, daB unter giinstigen Bedin- 
gungen, d. h. wenn die Keime bei kiihler Temperatur (14°C) auf- 
gezogen werden, eine Bildung freier Linsen oder mindestens Lentoide 
in fast allen Fdllen stattfindet (95% der Falle). Die freien Linsen 
kommen dabei hdufig in Bau und Grosse einer normalen Linse gleich. 

Oft lagen die Linsen ohne Beriihrung mit anderen Organen als 
solitdre Linsen frei im Mesenchym (83 von 176 in Serie A), manchmal 
waren sie mit anderen induzierten Organen vergesellschaftet (17 mal 
mit Nase, 11 mal mit Gehirnteilen, je 4 mal mit Ganglien und Gehér- 
blasen in Serie A); noch 6fter standen sie mit mesodermalen Organen 
in Beriihrung (56 mal mit Muskulatur, 12 mal mit Knorpel, 2 mal 
mit Chorda, 1 mal mit Pericard in Serie A). 

Als Induktor kommt nach den Untersuchungen friiherer Autoren 
hauptsdchlich das vordere dorsolaterale Urdarmdach in Betracht, und 
zwar sowohl seine mesodermalen als auch entodermalen Elemente (s. 
Einleitung, MANGoLD 1931, 1961, LiepKE 1951, JAcoBson 1958, REYER 
1958 a u. b). Da das Gehirn zum grdBten Teil entfernt worden war, 
scheidet es in diesen Versuchen, wenigstens in Serie A, als wesent- 
licher Induktionsfaktor aus. Auch die in der Regel deutlich paarige 
Anordnung der Linsen (68% in Serie A bei 14°), die sehr schén aus- 
geprigt sein kann, weist auf das vordere Urdarmdach als Induktor 
hin, dessen bilaterale Struktur ja bekannt ist (Abb. 2, 3, 5, 11. Lit. 
s. MANGOLD 1931, 1936, 1957, 1961, ADELMANN 1936). 

Bei den Fallen, in denen die Linse mit Nase und Gehdrblase ver- 
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gesellschaftet ist, mdchte ich der Auffassung Manco ps folgen, der 
sie als ,,reduziert komplexe Induktion“ deutet, d. h. annimmt, daB sie 
vom Urdarmdach gemeinsam induziert werden,—etwa im Sinne der 
KuprFrer’schen Plakodentheorie—primar als zundichst noch indifferente 
Plakode, die sich danach in die verschiedenen Organanlagen gliedert 
(MANGOLD 1961 a u. b, IKEDA 1938). 

Fiir eine entwicklungsphysiologische Verwandtschaft der Anlagen 
der verschiedenen Sinnesorgane spricht ferner die auch in unseren 
Versuchen wieder bestitigte Beobachtung, daB gelegentlich kleine 
Linsen bzw. Lentoide innerhalb von Nasen gebildet werden (Abb. 
10, vgl. IkEDA 1938, BECKER 1959). 

Diese Deutung der Linsenkombinationen mit anderen Organen 
schlieBt nicht aus, daB sie sich iiberdies auch gegenseitig in ihrer 
Bildung unterstiitzend beeinflussen kénnten, wofiir eine Reihe von 
Beobachtungen spricht (MANGoLD 1931, IkEpDA 1938, Okapa u. MIKAMI 
1937, Mikami 1938, 1939, Oxapa 1949 a u. b, HoLTFRETER 1951 ,S. 128, 


TEN CATE 1953, JacoBson 1958). 


2. Die Bedeutung des Neuralleistenmaterials fiir die Determination 

der Augenlinse. 

Die Vermutung Manco.tps, daB das Neuralleistenmaterial die 
Induktion einer Linse durch das Urdarmdach bei Triturus alpestris 
verhindere, wird durch einen Vergleich der Serien A und B bestitigt 
(Tabelle 5): Sowohl die Zahl der Tiere, welche freie Linsen gebildet 


Tabelle 5. Bildung freier Linsen nach Entfernung der neuralen 
Augenanlagen bei Triturus alpestris in Abhingigkeit vom 
Vorhandensein der Kopfneuralleiste und der Temperatur. 

n=Individuenzahl, fiir Serie B korrigiert unter Beriicksichtigung 

der postgenerierten Augen. 


Zahl der Tiere | 


mit mit paarigen — Zahl der 
Entfernte Lentoiden in %& bei Linsengebilden -Linsengebilde bei 
Anlagen in % bei 
ac | 18°.| 23° | a4° | 18° | 28° | 14° | 18° | 23° 
Gehirn- u. | a | | 
Augenanlagen+, 95 64 93 68 43 18 | 8 | 82 38 
Kopfneuralleiste (n=41) (n=42)| (n=45) | | 
. j | | 
2.5 | 16 | 14 241 13 | 10! 7 
| | 


(Serie B) 


Augenanlagen (n=34) (n=43.5) (n=42) 
| | 
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hatten, als auch die Zahl der Linsen selbst, ist in der Serie, in welcher 
die Neuralleiste im Keim belassen worden war, weit geringer als in 
der Serie, in der sie fehlte. Wahrend z. B. in der bei 14° aufgezogenen 
Gruppe ohne Neuralleiste fast alle Tiere freie Linsen besaBen, waren 
es in der Serie mit Neuralleiste nur etwa 1 Viertel. Besonders deut- 
lich tritt der Unterschied beim Vergleich der Haufigkeit der Tiere 
mit paariger Linse zu Tage. Die hemmende Wirkung des Neuralleisten- 
materials kann danach nicht zwetfelhaft sein. 

Immerhin erscheint auch in der Serie mit intakter Neuralleiste 
eine, wenn auch verhdltnismadBig geringe Zahl von freien Linsen. 
Hierfiir diirfte es eine einfache Erklirung geben: Das Neuralleisten- 
material muB ja erst an der Innenseite der Epidermis ventralwiirts 
wandern, um seine abschirmende Wirkung ausiiben zu kénnen. Die 
Entfernung der ganzen Gehirn- und Augenanlage stellt einen so 
groBen Defekt dar, daB St6rungen dieser Wanderungen etwa durch 
unzureichende Verheilung oder durch gelegentliche Verletzungen an 
der mesodermalen Unterlage in einzelnen Fallen nicht zu vermeiden 
sind. Die Abschirmung der Epidermis wird dann liickenhaft und 
dadurch kann eine Induktion durch das Urdarmdach auch in dieser 
Serie gelegentlich vorkommen. Dafiir spricht auch, daB in den Serien 
B und C die Linsen mit Vorliebe in den schlecht verheilten und 
stirker gest6érten Keimen vorkommen. 

Wird jedoch allein die Augenanlage in der Medullarplatte der 
Neurula oder nach der Neurulation die primaire Augenblase entfernt, 
wie es bei unserem Objekt von MANGoLpD (1931) und U. Becker (1955) 
ausgefiihrt wurde, so treten bei den viel kleineren Defekten solche 
St6rungen nicht auf und die Unterdriickung der Linseninduktion ist 
vollstindig. Deshalb wurde Tyviturus bisher fiir ein Beispiel einer 
augenbecher-abhaingigen Linsenentwicklung gehalten. Andererseits 
ko6nnte eine unvollkommene Entfernung des Neuralleistenmaterials 


der Grund gewesen sein, weshalb friihere Autoren nach Entfernung 


der neuralen Augenanlage, wenn iiberhaupt, meistens nur kleine und 
unvollkommene Linsen erhalten haben. 

Die Ergebnisse der Serie C zeigen, daB die hemmende Wirkung 
der ganzen Kopfneuralleiste zukommt, nicht nur den Teilen, die sich 
in der Normalentwicklung in der unmittelbaren Umgebung des Auges 
befinden. 

Die linsenhemmende Wirkung ist aber offenbar auf die Neural- 
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leiste beschrinkt, denn wie wir gesehen haben, geht die Linse mit 
allen anderen umliegenden Organen Kombinationen ein, was bei einem 
merklichen hemmenden EinfluB der betreffenden Organe schwer vor- 
stellbar ware. 


3. Der Einflu8 der Temperatur 

Einen EinfluB der Temperatur auf die Induktion der freien Linsen 
zeigen unsere Versuche mit aller Deutlichkeit (Tab. 5). Die Haufig- 
keit ihrer Bildung zeigt in dem gepriiften Temperaturbereich von 14° 
bis 23° mit steigender Temperatur eine fallende Tendenz. Immerhin 
treten bei 23°, einer fiir unser Objekt schon ziemlich hohen Tempera- 
tur, noch bei iiber der Hilfte der Tiere freie Linsen auf, wihrend 
sie bei Rana esculenta bei hoher Temperatur praktisch verschwinden 
(WOERDEMAN 1939, TEN CaTE 1953, 1956). Abgesehen davon ist die 
Tendenz der Temperaturwirkung bei unserem Objekt und Rana es- 
culenta dieselbe. Auch v. Usiscu (1924) hatte auf eine Temperatur- 
abhingigkeit der Linsenbildung bei R. esculenta u. a. Anuren hinge- 
wiesen, doch stehen seine Befunde in einem schwer erklirbaren 
Widerspruch zu den Ergebnissen von WoERDEMAN, TEN CATE und 

SPEMANN. 
Bei Taricha (Triturus) torosa stellte A. G. JacoBson (1958) eben- 
falls eine Temperaturabhingigkeit der Linsenbildung fest, doch fand 
er das Optimum bei seinem Objekt nicht bei tiefer, sondern bei einer 
mittleren Temperatur (16°). , 

Nach Untersuchungen von Twitty (1928) und TEN CATE (1953, 
1956) kommt der TemperatureinfiuB dadurch zustande, daB die Deter- 
minationsprozesse in den Aktions- und Reaktionssystemen eine ver- 
schiedene Temperaturabhingigkeit besitzen und daher in ihrer gegen- 
seitigen Koordinierung durch Temperaturidinderungen beeinfluBt und 
u. U. gest6rt werden k6nnen. 

Vermutlich ist nach entsprechenden Uberlegungen die Tempera- 
turabhingigkeit der Determinationsprozesse auch bei verschiedenen 
Tierarten ungleich und damit auch der TemperatureinfluB auf ihr 
gegenseitiges Zusammenwirken. So lieBe sich vielleicht die verschie- 
dene Lage des Optimums bei verschiedenen Arten erkliren. 


4. Die Zusammenarbeit mehrerer Organanlagen bei der Linsen- 


 induktion 
Das Aktionssystem der Linseninduktion ist auch bel Tviturus 
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alpestris nicht auf den Augenbecher beschrankt, sondern erstreckt 
sich auch auf das vordere dorsolaterale Urdarmdach, d. h. das prae- 
chordale Entoderm und Entomesoderm. Da dasselbe auch bei Rana 
esculenta, Amblystoma punctatum, Triturus viridescens u. Taricha 
torosa (LIEDKE 1951, REYER 1958 a u. b, MANGoLD 1931, 1961, JacoBson 
1958) wahrscheinlich gemacht oder nachgewiesen wurde, kann man 
wohl annehmen, daB es sich hier um ein allgemeines Prinzip bei den 
Amphibien handelt. Als accessorische Induktionsfaktoren geringeren 
Grades kimen hinzu: Gehirn, Nasen und Gehérblasen. 

Bei Triturus alpestris ist jeder der beiden Hauptinduktoren fiir sich 
allein tmstande, eine normale Linse hervorzurufen. Bei Amblystoma 
punctatum und Triturus viridescens ist nach LiepKe und Reyer offen- 
bar eine langere Induktionszeit notwendig und die Linse entsteht erst, 
wenn die beiden Indnktoren hintereinander auf die Epidermis wirken. 

Einige gegensdtzliche Ergebnisse friiherer Untersuchungen haben 
sich damit aufklaren lassen, daB die Experimente unter verschiedenen 
Temperaturbedingungen ausgefiihrt worden waren. In Zukunft wire 
in solchen Fallen auch zu priifen, ob etwa das Neuralleistenmate- 
rial in verschiedener Weise in Mitleidenschaft gezogen wurde. 

Bei der weiten Verbreitung linseninduzierender Faktoren im Keim 
erhebt sich die Frage, wie in der Normalentwicklung die eindeutige 
Ortsbestimmung der Linse zustande kommt. Vermutlich liegt hierin 
die Bedeutung der linsenhemmenden Funktion des Neuralleisten- 
materials, die sich bei Triturus alpestris nachweisen lieB. Es schirmt 
die Epidermis in der Umgebung des Augenbechers gegen den linsen- 
induzierenden EinfluB des Urdarmdaches und etwaiger anderer In- 
duktoren ab, sodaB nach der Neurulation nur noch der EinfluB des 
Augenbechers zur Wirkung kommen kann. Ob diese Abschirmung 
auf gewissermaBen mechanische Art geschieht, indem das Neural- 
leistengewebe: fiir die Induktionswirkungen impermeabel ist oder ob 
es dabei eine aktivere physiologische Wirksamkeit entfaltet, muB 
dahingestellt bleiben. 

Die Determination der Linse erfolgt somit in gegenseitiger Wech- 
selwirkung férdernder und hemmender Faktoren und dem Neural- 
leistenmaterial kommt neben seiner organbildenden Funktion noch die 
Aufgabe zu, bei der Abgrenzung des Organmusters der Kopforgane 
mitzuwirken. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Versuche von O. MANGoLD an Triturus alpestris hatten zu der 
Frage gefiihrt, ob in Keimen ohne neurale Augenanlage die Induktion 
freier Linsen durch das Urdarmdach. von einer hemmenden Wirkung 
des Neuralleistenmaterials (Ektoderm) unterdiickt wiirde. 

Zur Priifung dieser Frage wurde in 3 Versuchsserien die Augen- 
und Gehirnanlage der Neurula mit den seitlichen Kopfmedullarwiilsten 
(Serie A) oder ohne diese (Serie B) oder mit der vorderen Hilfte 
der Kopfmedullarwiilste (Serie C) entfernt. In jeder Serie wurden 
3 Gruppen gebildet, die bei einer Temperatur von 14°, 18° und 23°C 
aufgezogen wurden. 

In der Serie A ohne Neuralleistenmaterial hatten sich in den 
augenlosen K6pfen unter der induzierenden Wirkung des Urdarm- 
daches zahlreiche freie Linsen von oft ganz normalem Bau und GréBe 
und in paariger Anordnung gebildet. Bei Entwicklung in 14° besassen 
sogar fast alle Tiere (95%) freie Linsen oder wenigstens Lentoide. 

Die Temperatur hatte erheblichen Einfluss auf die Linsenbildung. 
In Serie A sank die Zahl der Tiere mit Linsen von 95% bei 14° auf 
64% bei 18° und 53% bei 23°C. 

In der Serie B mit Neuralleiste ist die Zahl der Linsen viel 
geringer. Es besassen bei 14° 26.5%, bei 18° 16% und bei 23° 14% 
der Tiere freie Linsengebilde (Tabelle 5). 

In der Serie C (halber vorderer Neuralwulst entfernt) lag die 
Zahl der Linsen zwischen den Werten der Serien A und B. 

Der Vergleich der Serien zeigt, daB die linseninduzierende Wir- 
kung des Urdarmdaches durch das Neuralleistenmaterial unterdriickt 
bezw. abgeschirmt wird. Die Unterdriickung ist in Serie B nur des- 
halb nicht vollstandig, weil bei der Verheilung der sehr grossen 
Defekte gelegentlich St6rungen des Neuralleistenmaterials auftreten. 

Die Entdeckung der Induktion freier Linsen durch das Urdarm- 
dach auch bei Tviturus alpestris durch ermoglicht eine 
einheitlichere Vorstellung iiber den Mechanismus der Linseninduktion 
bei den Amphibien. 

Die Bedeutung der linsenhemmenden Funktion des Neuralleisten- 
materials liegt vermutlich darin, dass es trotz der weiten Verbreitung 
linseninduzierender Keimteile eine prizise Lagebestimmung dieses 
Organes iiber dem Auge gewidhrleistet und hierdurch bei der Ab- 
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grenzung des Organmusters der Kopforgane mitwirkt. 


SUMMARY 


Experiments of O. MANGo tp carried out on Triturus alpestris had 
raised the question whether in embryos without neural eye primordia 
the induction of free lenses by the archenteron roof could be sup- 
pressed by an inhibiting effect of the neural crest material (ecto- 
mesoderm). 

To examine this question, three experimental series were ar- 
ranged, by which the eye and brain primordia of the neurula were 
removed either together with the lateral cephalic medullary folds 
(Series A), or without the latter (Series B), or with the anterior half 
of the head medullary folds (Series C). Within each series three 
groups of embryos were formed which were reared at a temperature 
of 14°, 18°, and 23°C. respectively. 

In Series A without neural crest material there had developed 
in the eyeless heads, by the inducing effect of the ‘archenteron roof, 
numerous free lenses of frequently quite a normal structure and size, 
and arranged bilaterally. When they devoloped at 14°, it was even 
nearly all of them (95% ) that showed free lenses or at least lentoids. 

Temperature had a considerable influence on lens formation. In 
Series A, the number of embryos with lenses fell from 95% at 14° 
to 64% at 18°, and to 539% at 23°C. 

In Series B with neural crest the number of lenses is much less. 
At 14° it was 26.5%, at 18° 16%, and at 23° 14% only of the embryos 
that had free lens formations (see Table 5). 

In Series C (anterior half of the medullary fold removed) the — 
number of lenses lay in between the values of the Series A and B. 

Comparison of the series shows that the lens inducing effect of 
the archenteron roof is suppressed or screened off by the neural 
crest material. The suppression is not quite perfect in Series B for 
the reason only that the healing processes of the very big deficiencies 
occasionally provoke disturbances in the neural crest material. 

MANGOLD’s discovery of the induction of free lenses by the archen- 
teron roof in Triturus alpestris, too, allows a more uniform con- 
ception of the mechanism of lens induction in the amphibians. 
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The significance of the lens inhibiting function of the neural crest 
material supposedly consists in its ensuring, in spite of the wide spread 
of the lens inducing parts of the embryo, a precisely determined 
localization of this organ above the eye, contributing thereby to a 
delimitation of the organic pattern of the cephalic organs. 
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\._ UN COMPORTEMENT PARTICULIER DES 

NUCLEOLES AU COURS DE LA DEUXIEME 

MITOSE DE SEGMENTATION CHEZ LE RAT 
(MONTAGES IN TOTO) 


A. M. DALCQ 


Service d’ Anatomie et Embryologie, Faculté de Médecine et de 
Pharmacie, Universite Libre de Bruxelles, Bruxelles, Belgique 


La maniére dont (le ou) les nucléoles d’une cellule se comportent 
au moment de la division est un probléme fort ancien, et qui ne parait 
cependant pas résolu. On admet en général que (ce ou) ces corpus- 
cules disparaissent par une sorte de dissolution lors du flétrissement 
de la membrane nucléaire. On considére aussi que ce méme organite, 
ou ses divers représentants, ré-apparaissent aprés la reconstitution 
des noyaux-fils. En s’inspirant de ce que montre la cytologie des 
Insectes, on parle volontiers d'un “organisateur nucléolaire’’ repré- 
senté par une certaine section de |’un ou |l’autre chromosome, laquelle 
sécréterait en quelque sorte chaque nucléole. 

Les noyaux de l’ceuf fécondé et des deux premiers blastoméres 
du Rat et dela Souris possédent un appareil nucléolaire d’une impor- 
tance remarquable qui a fait l’objet de descriptions attentives ( AUSTIN 
1951, Austin et BRADEN 1955, Datcaq 1954). Ce qu'il advient de ces 
nombreuses vésicules au moment de la mitose est mal connu. Dans 
des travaux antérieurs, j'ai fait quelques observations chez le Rat sur 
la fin de la deuxiéme période d’intercinése et le début de la troisiéme. 
J'ai constaté qu’a l’approche de la prophase l’appareil nucléolaire se 
simplifie—on ne sait trop comment—de sorte qu'il ne reste dans le 
noyau qu’un seul gros nucléole, parfois deux (Datcag 1954). Or, les 
divers nucléoles sont, pendant |l’intercinése, étroitement et finement 
encerclés de substance chromosomiale. Sur un ceuf de Rat qui allait 
incessamment se diviser de II en III et IV, et qui avait été soumis 
au FeuLcen, j'ai eu la chance de constater que la substance chromo- 
somiale se retire de la surface du nucléole, qui se trouve ainsi libéré 
par une sorte de déshabillage (Datca 1956). Dans une de ces mémes 
contributions (Datce 1954), j’ai signalé aussi que, dés la télophase 
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de la deuxiéme mitose, les noyaux-fils contenaient tout un groupe de 
vésicules nucléolaires, mais que bientdét celles-ci fusionnaient en un seul, 
parfois en deux nucléoles, autour desquels (ou duquel) on retrouvait 


le revétement habituel de chromatine. | 

Entre ces deux aspects du début et de la-fin de la deuxiéme cinése, 
il ne semblait pas exister d’éléments nucléolaires. Or, l’absence de 
ceux-ci est remise en cause par les observations, peu nombreuses 
mais frappantes, qui vont étre relatées dans ce travail. 


MATERIEL ET METHODE 


Les quelques ceufs sur lesquels l’attention va étre attirée font partie 
d’un vaste matériel ayant servi a rechercher une éventuelle A TP-ase (DALCQ 
1959). Il s’agit d’ceufs de Rat, tous utilisés de 55 a 65 heures aprés leur fé- 
condation, au moment ou se termine la phase du stade II par la division souvent 
asynchrone des deux blastoméres. Certains ont été soumis vivants a l’incu- 
bation dans l’ATP avec la révélation des groupes PO, selon la technique 
décrite en 1959, tandis que les autres étaient immédiatement fixés pendant 12 
a 24 h. a 4°C. dans du liquide de Locke additionné de 10% de formol et ra- 
mené a pH 8. 

Le premier cas concerne trois ceufs appartenant aux lots R. 807 et 809 et 
déja décrits (DALCQ 1959) au point de vue de leurs localisations enzymatiques. 
Ils avaient été incubés dés leur récolte pendant 30 min. a 37°C. dans du véronal 
calcique additionné d’ATP (0.005 M) et d’un peu de cystéine. Ils avaient ensuite 
été lavés briévement dans du Ca (OH): trés dilué puis plongés 30 sec. dans 
du NOsAg a 1%, lavés de nouveau dans l’hydroxyde de Ca, fixés 2 min. dans 
le LOCKE-formol a 10%, reportés encore dans le NOsAg a 1% pour y étre 
soumis a 20 min. d’irradiation ultraviolette. A ce moment, ils avaient été 
rincés dans le NaCl 8%, pendant 5 min. puis traités 2 min. par l’hyposulfite 
de soude a 5%. 

Libérés a ce moment de leurs membranes, ces ceufs avaient été reportés 
sur porte-objet dans une goutte d’albumine fraiche coagulée et montés ainsi 
in toto au baume. L’examen au Laborlux Leitz avait montré, aprés l’emploi de 
cette méthode de v. KOSSA-BARGER modifiée, des précipités argentiques localisés 
dans les noyaux et dans certaines régions du cytoplasme, aspects qui ont été 
alors diment décrits. Les particularités sur lesquelles il va étre insisté 
n’avaient pas été remarquées, ou a peine, faute de n’avoir pas utilisé le con- 
traste de phase HEINE qui, contre toute attente, s’est montré singuli¢rement 
utile malgré l’épaisseur de ces objets. Il permet d’en explorer les moindres 
détails et de vérifier les localisations précédemment décrites. 

Ajoutons d’ailleurs que cette possibilité est propre aux ceufs traités par 
la méthode argentique. Dans les autres cas ou j'ai tenté de recourir au dis- 
positif de HEINE soit pour des ceufs simplement fixés, soit pour d’autres 
colorés par la méthode d’UNNA-BRACHET ou encore pour des ceufs fixés ou 
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les phosphates livérés avaient été révélés par la méthcede de WACHSTEIN et 
MEISEL (1957), aucun détail complémentaire n'a pu ainsi étre mis en évidence. 

Les ceufs R. 905 et R. 891 A ont été fixés 24 h. au LOCKE-formol a 4°C., 
lavés aussi longtemps au LOCKE refroidi, reportés par l’intermédiaire d’un 
bain de Ca(OH): dilué dans du NOsAg a 1% puis irradiés et traités comme 
les précédents. II s’agissait en effet de témoins de la réaction de v. KOSSA- 
BARGER. Aprés leur montage in tofto,;sur lame a l’aide de |’albumine ils ont 
été colorés a la pyronine-vert de méthyle (UNNA-BRACHET) avant d’étre 
montés a la glycerin-jelly. Si ces détails sont mentionnés, c’est parce que, 
apres fixation au formol, l’interposition d’un trAitement argentique est visible- 
ment favorable a l’action de la pyronine. 

L’ceuf R. 909 b a été fixé et lavé comme les précédents puis soumis a la 
méthode de WACHSTEIN-MEISEL (1957) en présence d’ATP. La dose d’ATP 
étant insuffisante, cette révélation a échoué de sorte qu’il s’agit pratique- 
ment d’un ceuf fixé, lavé et monté in toto a la glycerin-jelly. Bien entendu 
ces specimens font partie de lots plus considérables recueillis vers le milieu 
du troisiéme jour, au moment le plus favorable pour surprendre le deuxie¢me 
cycle mitotique. Malheureusement, la courte durée de cette caryocineése fait 
que l’on arrive souvent trop tot ou trop tard; de plus, dans les cas les plus 
favorables, l’asynchronisme des ceufs fait que un ou deux seulement, sur cing 
ou dix, se trouvent en phase de mitose, et dans la plupart des cas dans un 
blastomére seulement. A cela s’ajoute encore la nécessité d’une bonne lisibilité 
du montage et d’une mise en évidence des “germes de nucléoles” qui vont 
étre décrits. 


OBSERVATIONS PERSONNELLES 


L’ceuf 905 montre dans un de ses deux blastoméres (fig. 1) une 
métaphase assez tassée dans le fuseau de laquelle on arrive a dis- 
cerner, grace a la coloration au mélange d’Unna, des éléments verts 
qui sont les chromosomes et une dizaine de sphérules rouges, de 
calibre uniforme, qui semblent bien de nature différente. 

L’ceuf 891 (Fig. A et 2, a et b) est au stade III, étape intermédi- 
aire dans laquelle les deux petits blastoméres récemment formés ont 
déja reconstitué leur noyau, ou se voient cependant encore plusieurs 
nucléoles, dont la fusion n’aurait pas tardé a se produire, comme 
nous le savons. 

Le gros blastomére montre une mitose a la fin de son anaphase. 
On discerne a chacun des pdéles une vésicule verdatre, de forme un peu 
bosselée, qui représente évidemment les caryoméres en voie de fusion. 
Autour de chaque vésicule, soit intimement appliqués contre elle, soit 
a faible distance, on observe des corpuscules rouges bien sphériques. 
Leur nombre, difficile a déterminer, est de l’ordre d’une douzaine 
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pour chaque noyau en recon- 
stitution, et leur volume est 
sensiblement uniforme; les 
différences de taille que parait 
indiquer la photographie sont 
dues aux différences de niveau 
ou se trouvent ces éléments. 
Dans l’espace intermédiaire 


qu’occupe le fuseau en régres- / 

sion, il existe des corpuscules | 

rouges plus petits, dont cer- : \ omg 
tains pourraient encore étre 10 ps 
destinés a rallier les pdles. — 


Dans l’ceuf 909 (Fig.3 @ fig. A. Dessin représentant les points re- 


et 5), la mitose qui est en marquables de I’ceuf de Rat 891, dont les 
li tteint Fig. 2 et b donnent les photographies. 
Les deux jeunes noyaux représentés en 


un stade de télophase légére-__ gris sont en réalité colorés par le vert de 


ment plus avancé que dans le méthyle; les corpuscules représentés en 
ee noir sont colorés en rouge par la pyronine. 
cas précédent. Il est remar- peux tétes de spermatozoides accessoires 


quable de voir combien la re- sont superposées au blastomere. 
constitution des nucléoles est 

déja avancée, chaque jeune noyau contient plusieurs vésicules de taille 
inégale. De plus, a cété de chacun d’eux, il existe des corpuscules 
indépendants ayant exactement l’allure de ceux qui se montraient en 
rouge dans le cas précédent. Ici, puisqu’il n’y a pas eu de coloration, 
ce sont de simples vésicules hyalines, difficiles a faire apparaitre par 
la photographie. 

Les deux ceufs 809 (Fig. B et 4; 5, a, b) présentent des télophases 
confirm4es, avec noyaux déja bien reconstitués. Dans l|’un, les deux 
blastoméres sont au méme stade, dans |’autre, l’un d’eux est encore 
en métaphase, l’autre déja en télophase. Dans ces jeunes noyaux, 
les nucléoles sont le siége d’une réaction enzymatique se marquant, 
avec la technique employée, par un précipité métallique assombrissant 
totalement ces organites au contraste de phase. Or,:auprés de chaque 
noyau, on observe une ou plusieurs vésicules bien sphériques, visible- 
ment en passe de s’intégrer au noyau reformé. Des vésicules analo- 
gues se trouvent également dans le résidu fusorial. 

Un ceuf du lot 807 se trouve a un stade encore légérement plus 
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Fig. B. Dessin représentant le méme ceuf que la 
Fig. 4. La réaction argentique est positive dans les 
chromosomes de la métaphase, dans les nucléoles 
intranucléaires de la télophase et dans les corpuscules 
représentés dans le fuseau et a l’un des poles. 


avancé. L’observation précédente s’y répéte, mais seulement auprés 
de deux noyaux-fréres. 


DISCUSSION 


Voici donc six figures mitotiques, appartenant au méme cycle, dans 
lesquelles on observe des éléments libres qui paraissent bien étre de 
petits nucléoles. Non seulement ils en ont l’aspect cytologique, mais 
aussi les réactions. Dans deux cas, leur coloration par la pyronine 
révéle la présence d’ARN. En effet, cette réaction a été bien étudiée 
sur l’ceuf de Rat, avec contréle a la ribonucléase fait sur des ceufs 
fixés de la méme maniére (Datcaq 1960) et il n’est pas douteux que 
la coloration par la pyronine ait la cette signification. Dans deux 
cas aussi, la présence d’une enzyme déphosphorylant |’ATP a été 
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observée dans ces éléments comme dans les nucléoles vrais, ou |’exis- 
tence de cette enzyme a fait l’objet d’une démonstration complément- 
aire basée sur l’emploi de la méthode de WacusTEIn (DALcQ 1961). 

On pourrait se demander s’il s’agit d’aspects normaux. Aucun 
doute n’est possible pour les ceufs qui ont été fixés dés leur récolte. 
Pour ceux qui ont été d’abord incubés, il n’est pas exclu que ce traite- 
ment ait retardé la migration des corpuscules et leur réintégration 
dans les jeunes noyaux. De toutes fagons, le processus ici décrit 
explique la rapidité avec laquelle les nucléoles réapparaissent dans 
les noyaux en reconstitution. 

On peut enfin s’inquiéter de ce que pareilles images n’aient pas 
été rencontrées dans les études faites sur un matériel identique ou 
analogue. La réponse est qu’il faut, pour ces observations, des con- 
ditions assez spéciales, qui sont rarement réalisées. C’est le souci 
de vérifier la réaction de v. Kossa 4a l’aide du dispositif de HEINE qui 
m’a mis sur cette piste. Sans que mon attention ait été ainsi éveillée, 
toutes ces images me seraient vraisemblablement passées inapercues. 

L’ensemble de mon matériel a alors été revu sans pouvoir glaner 
une récolte plus abondante que celle présentée ici. En particulier 
les préparations de ce stade qui avaient été faites par IZQuIERDO (1955) 
et par Lupwic (1954) ont été revues sans succés. Les techniques 
respectivement utilisées, et qui sont cependant de qualité, ne sont pas 
appropriées a ce point de vue. Le cas del’ceuf de Souris mériterait 
d’étre étudié sous cet angle mais la malchance a voulu que dans mon 
matériel, pourtant trés étendu, les télophases des premiers stades 
manquent pratiquement. 


CONCLUSION 


Un certain nombre d’images rencontrées au cours d’une étude 
cytochimique des oeufs de Rat suggérent qu’au second cycle mitoti- 
que de segmentation les nucléoles persistent sous la forme de corpus- 
cules mélangés aux chromosomes et qui migrent vers les deux poles 
pour s’‘intégrer secondairement aux jeunes noyaux. 


SUMMARY 


In the course of a study of Rat eggs treated for the detection 
either of dephosphorylases or of ARN, particular aspects have been 
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noticed during the second mitotic cycle of segmentation. It seems that 
the large nucleolus existing at the beginning of prophase breaks into a 
certain number of spheric vesicles. During anaphase, these nucleolar 
vesicles migrate toward the poles and become gradually integrated 
into the young nucleus. 


BIBLIOGRAPHIE 


AUSTIN, C. R., 1951. The formation, growth and conjugation of the pronuclei 
in the rat egg. J. Royal Microscop. Soc., 71, 295-306. 

— et A. W. H. BRADEN, 1955. Observations on nuclear size and form in 
living rat and mouse eggs. Exp. Cell Res., 8, 163-172. 

DALCQ, A. M., 1954. Fonctions cellulaires et cytochimie structurale dans l’cuf 
de quelques Rongeurs. C. R. Soc. Biol. Paris, 748, 1332-1373. 

—-, 1956. Effets du réactif de Schiff sur les ceufs en segmentation du Rat et 
de la Souris (étude qualitative). Exp. Cell Res., 20, 99-119. 

——, 1959. La localisation cytochimique de |’ Adénosinetriphosphatase dans les 
ceufs des Mammiféres et sa relation avec leur organisation morphogénéti- 
que. Bull. Acad. Méd. Belg., 6@me sér., 24, 825-898. 

——, 1960. Evolution de l’organisation morphogénétique dans l’oocyte chez le 
Rat et la Souris. lére Réunion Européenne d’Anatomie, Strasbourg (sous 
presse ). 

——, 1961. Nouvelles recherches sur les localisations des déphosphorylases 

dans les ceufs de Rat et de Souris. J. Embr. exp. Morphol. (sous presse). 

IZQUIERDO, L., 1955. Fixation des ceufs de Rat colorés vitalement par le bleu 
de toluidine. Technique et observations cytologiques. Arch. Biol., 66, 403- 
438. 

LUDWIG, K. S., 1954. Das Verhalten der Thymonukleinsaiire wiaihrend der Be- 
fruchtung und den ersten Segmentationsstadium bei der Ratte und dem 
Goldhamster. Arch. Biol., 65, 135-178. 

WACHSTEIN, M. and E. MEISEL, 1957. Histochemistry of hepatic phosphatases 
at a physiologic pH. Amer. J. Clin. Path., 27, 13-24. 


(Manuscrit regu: 18 Sept., 1961) 


a 
e 
> 
| 
oy 
4, 
{ 
null 
> 
a 
4 


250 A. M. DALCQ 


EXPLICATION DE PLANCHE 5 


Fig. 1. CGéuf du Rat 905. Les deux blastoméres sout en mitose. Celle 
du gros blastomere n’est pas lisible. Celle du petit blastu.nére n’est analys- 
able que difficilement. La photographie montre seulement (fléche) les corpus- 
cules sombres qui sont mélangés aux chromosomes. x 900. 


Fig. 2 a et b. Photographies a deux niveaux légérement différents d’un 
ceuf du Rat 891. On voit en noir dense les corpuscules nucléolaires représen- 
tes par la fig. A. du texte. Lrs granules visibles dans le cytoplasme ne sont 


en réalité que légérement roses. x 900. 
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Fig. 3 a@ et b. Photographies a deux niveaux légérement différents d’un 
ceuf du Rat 909. Les fléches indiquent les noyaux en reconstitution, avec 
des vésicules nucléolaires déja volumineuses et dont certaines sont encore en 
dehors des jeunes noyaux. x 900. 
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Fig. 4. Photographie en eontraste de phase du premier ceuf du Rat 809. 
Voir légende Fig. A. et texte. ~x900. 


Fig. 5aetb. Photographies en contraste de phase a deux niveaux différ- 
ents du second ceuf de Rat 809. En (a), télophase de la premiére mitose avec 
d'une part un corpuscule nucléolaire encore libre (fiéche), d’autre part un 
nucléole encore trés saillant (fléche). En (b) un des poles de la seconde 
mitose, télophase moins avancée, avec plusieurs nucléoles en dehors du noyau 
(fléches). La partie sombre de la figure est due au champ cortical décrit 
précédemment. (5). 
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I. EINLEITUNG 


Versuche, die Frage zu priifen, ob die Fahigkeit zur Linsen- 
regeneration auch den Knochenfischen zukommt, wir den urodelen 
Amphibien, sind schon friiher von mehreren Forschern unternommen 
worden. Sofern es sich um ausgewachsene Fische handelt, fielen die 
Versuche bis jetzt immer negativ aus, so z.B. bei Fundulus heteroclitus 
(MoriLt 1906, S. 17-18; Stone und Sapir 1940, S. 72-78), bei Phoxinus 
laevis (ALBERTI, 1923, S. 498-499) und bei den Gobiosciden und den 
Gobiiden (Harms 1914). Unsere eigenen Versuche (1940 und 1951-53, 
unver6ffentlicht) an Oryzias latipes, Cyprinus carpio und Carassius 
auratus (Goldfisch) endeten ebenfalls erfolglos. 

Hinsichtlich der Embryonen und Larven bzw. Jungfische sind 
die Ansichten der Forscher verschieden. Obgleich die Alteren 
Angaben von RO6tuic (1898)?) und von GrRocHMALICKI (1908) iiber die 
angeblich positive Linsenregeneration bei den Forellen ( Trutta fabio 
und Trutta iridea, soeben ausgeschliipfte Larven) gegeniiber der 
Nachpriifung und Kritik von ALBERT: (1923) nicht zu _ bestehen 
schienen, behauptete S. KopayAsui (1926), an Hand seiner Versuche 
an Onchorhynchus masou, daB die Regeneration, wenn auch nur 
selten, gelingt, wenn die Linse in einem begrenzten Entwicklungs- 
stadium (K6rperlange der Embryo: 10-11 mm, 29-36 Tage nach der 
Besamung) exstirpiert wird. 


Beriicksichtigt man jedoch die ziemlich beschrinkte Anzahl der 
bisher untersuchten Fischarten gegeniiber dem groBen Formen- 
reichtum der Fische mit ihren mannigfaltigen Lebensweisen, scheint 
es notwendig, die Versuche iiber den bisherigen Rahmen hinaus zu 
erweitern, um die anfangs aufgeworfene Frage endgiiltig zu entschei- 
den. Als die erste von deratigen Untersuchungen sei im Folgenden 
der Fall einer Cobitidenart Misgurnus anguillicaudatus berichtet.*’ 
Hierbei wird zum erstenmal gezeigt, daB die Linsenregeneration auch 


2) Herrn Prof. Fr. SEIDEL, Marburg a.L., danke ich hiermit herzlichst fiir 
seine Hilfe durch Anfertigung und Zusendung einer Photokopie von dieser bei 
uns schwer zugdnglichen Arbeit. 

3) Die Versuche wurden in den beiden Sommern 1950 und 1951 durchgefiihrt 
und im Sommer 1960 z.T. nachgepriift im Biologischen Institut der Nagoya 
Universitat. Der Inhalt der vorliegenden Arbeit wurde am 12. Oktober 1951 
auf der 22. Generalversammlung der Japanischen Zoologischen Gesellschaft 
zu Hiroshima vorlaufig mitgeteilt (T. SATO und M. HASEGAWA 1952). 
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bei Knochenfischen erfolgt und zwar im ausgewachsenen Zustand. 


II. MATERIAL 


Misgurnus anguillicaudatus (CANTOR) wird manchmal auch als eine Un- 
terart des in Europa itiblichen Misgurnus fossilis L. angesehen. Er ist einer 
der volkstiimlichsten Sii8wasserfische in Japan und wird, besonders in der 
warmen Jahreshfalfte, in betrichtlichen Mengen verzehrt. Unser Material 
wurde stets bei den gleichen Fischhindlern bezogen; es stammte also aus 


nichster oder weiterer Umgebung Nagoyas. 


III. LINSENREGENERATION ALS NATURFUND 


Wenn man die frisch von den Handlern erhaltenen Fische sorg- 
faltig mit der Lupe untersucht, so findet man ziemlich oft solche, 
deren Auge, ohne irgendeine Spur von duBeren Verletzungen zu 
zeigen, entweder einseitig oder in der Regel sogar beiderseitig eine 
verkleinerte Pupille besitzt, in welcher sich eine héchstens halb so 
grobe Linse wie die normale befindet. Wird ein solches Auge 
diquatorial aufgeschnitten, so zeigt es sich, daB die Linse in der 
Mitte der Pupille an einer diinnen Membran aufgehdingt ist, welche 
letztere ringsum die Pupillaréffnung umspannt. AuBer dieser Linse 
findet man regelma@g noch eine zweite Linse, hdufig in der hinteren 
Augenkammer, selten aber auch in der vorderen Kammer. Wahrend 
die erste Linse klar durchsichtig ist, ist die zweite regelmadBig etwas 
gelblich-triibe und ‘manchmal mit einer weichen weiBliche Masse 
umgeben und hat ebenfalls nur die halbe GréBe einer normalen Linse. 
Ihr Linsenepithel ist wohl zuriickgeblieben (s. Abb. 1). 

Andererseits findet man ebenso hdufig, daB die Augenlinse dieses 
Fisches von einer schmarotzenden Trematoden-Art und infolgedessen 
vom Star befallen wird. Der Parasit, manchmal mehrere Stiicke in 
einer Linse, erndhrt sich anscheinend von den verfliissigten Linsen- 
fasern und zwar friBt er sich auf diese Weise von den peripheren 
Schichten beginnend immer tiefer in die zentralen Lamellen hinein, 
wobei das Linsenepithel vorderhand heil gelassen wird. Mit dem 
Fortschritt des Kataraktes zieht sich die Linse in die hintere Kammer 
zuriick und die Pupillaréffnung zieht sich allmahlich zusammen. 
Wenn die Pupillaréffnung ungefahr bis zur Halfte verkleinert ist, so 
sind die peripheren (sekunddre) Hauptfasern fast vollstandig auf- 
gebraucht und von der Linse bleiben nur noch die harte, durchsichtige 
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a 

Abb. 1. Zwei Beispiele der in der Natur gefundenen Linsen- 

regeneration bei Misgurnus anguillicaudatus. Irisringe isoliert 

und von hinten gesehen. Die von einer Trematodernart 

parasitierten Linsen sind jeweils in die hintere Kammer 

abgefallen, bei a schraég ventral-, bei 6 schrig dorsalwfarts. 
In der Pupille jeweils ein Linsenregenerat. Vergr. 20x. 


Kernmasse und das Epithel, welches entweder als eine unférmige lose 
Blase oder als eine feine runzelige Haut die Kernmasse bedeckt. 

Obwohl uns noch eine Reihe von direkten Beweisen fehlt, ist es 
nach den beiden Naturbefunden als sehr wahrscheinlich anzunehmen, 
daB die Augenlinse von Misgurnus anguillicaudatus nicht selten in- 
folge von Parasitismus durch eine Trematodenart verfallt und durch 
eine neue ersetzt wird. Der vorliegende Versuch bezweckte zuerst 
zu klaren, ob diese Annahme zutrifft und sodann in welcher Art und 
Weise die Linse dabei neugebildet wird. 


1V. ExPERIMENTELLE ENTFERNUNG UND REGENERATION DER LINSE 


A. Vorbemerkungen 


1. Untersuchungsmethoden. Sofort nach dem Ejintreffen im Laboratorium 
wurden nur die mittelgroBen,. gesunden Fische ausgesucht und einzeln in 
einer mit Deckel versehenen Glasschale vom ca. 9 cm Durchmesser und ca. 6 
cm Hohe getrennt gehalten. Nach einigen Tagen wurden die Fische operiert. 

Die Operation wurde an einem Auge vorgenommen,. Sie bestand in der 
restlose Entfernung der Linse durch einem horizontalen Schlitz durch die 
Cornea hindurch. Fiir die Betiubung wurde 2% ige Urethanlésung verwendet. 
Das Aufschneiden der Cornea wurde unter dem Binokular mit einem sichel- 
férmigen Messerchen an dem in Seitenlage gehaltenen Fisch durchgefiihrt. 

Bekanntlich besteht die ,,;Cornea‘* des Schlammpeitzgers, f4hnlich wie die 
der Froschlarven, aus einer d4uBeren, sog. Brille (Lamina cutanea nach TORO 
1932) und einer inneren, echten Cornea. Das Auge dreht sich samt der 
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letzteren unter der dicht darauf liegenden Brille. Die innere Cornea lat erst 
bei ihrem Aufschneiden erkennen, da8B sie wiederum aus zwei Lammellen 
besteht. Die duBere, sehr weiche und dehnbare Lamelle (Lamina orbitalis, 
TORO) zieht sich iiber den ganzen Bulbus hinweg, wihrend die innere, 
ungemein diinne, jedoch durchaus undehnbare Lamelle (Lamina sclerotica, 
TORO) mit stirkerer Kriimmung iiber die Iris gespannt und an der Ansatzstelle 
der Iris, dem Ligamentum pectinatum iridis, fest mit dem Bulbus verbunden 


ist (Abb. 23). 


a 

Abb. 2. Misgurnus an- 
guillicaudatus, Cornea ‘et 
und Iris im _ intakten 3 A 
Zustand.—a: Irisring 
herausprdapariert und 4 
von hinten  gesehen. 
Vergr. 20 x .—6: Dorsale 
Iris im Medianschnitt. iy 
1: Lamina cutanea, 2: ay 
Lamina  orbitalis, 3: | : 
Lamina sclerotica der 


Bei dem. Aufschneiden der Cornea ist es daher ratsam, da® man die 
Messerspitze eher tief als zu flach in die Cornea einsticht, damit alle drei 
-Laminae auf einmal aufgeschnitten werden kénnen. Ein nachtragliches Auf- 
schneiden der sonst oft heil zuriickbleibenden Lamina sclerotica ist kaum mdg- 
lich, ohne dabei die Linse in Mitleidenschaft zu ziehen. 

Es ist ferner ratsam fiir eine tadellose Linsenexstirpation, da8 man den 
Schlitz auf der Cornea mit einer Schere diametral so weit aufschneidet, daf 
die Lamina sclerotica bis auf ihren Ansatz an den beiden Schnittenden auf- 
geschnitten wird. Die Linse l48t sich nur dann leicht mit zwei feinen Stahl- 
nadeln aus der Pupille heraus nehmen, indem man durch eine kreuzweise 
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Bewegung der beiden Nadeln die Aufhingefasern‘) der Linse abschneidet. 
Eine Blutung schien anfangs unvermeidlich, aber mit der Ubung konnte man 
sie ganz vermeiden oder auf ein Minimum beschréinken. 

Die operierten Fische wurden wie vorher einzeln gehalten. Gefiittert 
wurden sie nur von Zeit zu Zeit mit Tubificiden und das Wasser der Zucht- 
schalen wurde tiglich mindestens einmal gewechselt. Die Fische waren im 
Hochsommer (Zimmertemteraur: 25-30°C) sehr hinfallig aber vom Spat- 
sommer an, wo die Wassertemteratur unter 20° herabsank, lebten sie unter 
den genannten Bedingungen monatelang. 

Es wurden in den beiden Sommern 1950 und 1951 insgesamt 419 Fische 
operiert und 252 Fische kamen zur Untersuchung. 

Sie wurden, sofort nach der Operation beginnend, bis zu 30 Tagen fast 
tiglich, spater gruppenweise mit Bouinscher Flissigkeit fixiert. Bei der 
Fixierung wurde der Kopf vom Rumpf getrennt, mit der Pérényschen Fliissig- 
keit entkalkt und in Paraffin eingebettet. Frontalschnitte von 10 «; Dreifach- 
farbung mit Meyerschem saurem Hamalaun, Erythrosin und Orange G. 

Wegen der besseren Orientierung itiber die Raumverhaltnisse der Regenera- 
tionsgebilde wurde manchmal das fixierte Material unter dem _ Binokular 
zergliedert und der Irisring als Totalpriparat untersucht. Nd6dtigenfalls konn- 
ten von den so isolierten Irisringen auch noch Schnittprdparate hergestellt 
werden. 


2. Zur Anatomie und Histologie der normalen, intakten Iris. 


Abb. 2 4 zeigt den Zustand eines isolierten Irisringes eines rechten, 
intakten Auges von hinten her gesehen. Die Pupille ist sehr weit 
und kreisrund gedffnet, und die Irisflache ist, abgesehen von einer 
Erhohung der Naht des fotalen Augenspaltes, durch welchen der nur 
schwach entwicklte Processus falciformis mit dem hier allerdings 
entfernten Linsenmuskelchen hindurchtritt, glatt und straff gespannt. 
Die Pars iridica retinae, deren Breite ungefahr eine Halfte der ganzen 
Iris umfaBt, erscheint tief schwarz, wdhrend die Pars ciliaris in 
der 4uBeren Hialfte der Ringes eigentiimlich grau schimmert. Die 
Grenze zwischen den beiden Iristeilen ist nicht scharf; die beiden 
gehen ineinander nur allméhlich iber. 

Untersucht man die Iris auf ihren Sagittalschnitten, so erhalt 
man ungefadhr das folgende Bild (Abb. 20). Die Irisblitter sind im 
ganzen Umfang des Auges sehr diinn und zart. Besonders in der 
Pupillargegend der Pars iridica liegen die 4uBeren und inneren Blatter 


4) Mit der Linse kam dabei Ofters auch das ventrale Linsenmuskelchen 
aus dem Auge heraus, was den Ausgang der Linesenregeneration nicht 
beeinfluBte, 
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so dicht aufeinander, daB man sie wirklich nicht auseinanderhalten 
kann. Wegen der starken Pigmentierung ist hier die Form einzelner 
Zellen nicht zu erkennen. 

Die Pars ciliaris besteht aus einschichtigem kubischen Epithel, 
dessen Dicke nach der Iriswurzel zu nur allmadhlich zunimmt. Hier 
an der Iriswurzel geht sie mit einem scharfen Absatz der Ora ter- 
minalis retinae in die Pars optica iiber. Entlang der Ora kreist ein 
ziemlich dickes RinggefaiB des HyaloidgefaiBsystems, welches auf die 
ganze innere Fliache der Iris sowie auf die Retina schén radiar an- 
geordnete, feine KapillargefiBe entsendet. 

Der mesenchymatische Teil der Iris besteht aus zwei Schichten: 
aus einer 4uBeren, ziemlich kompakte Faserschicht dem Ligamentum 
pectinatum und aus einer inneren, bindegewebigen Schicht dem 
eigentlichen Irisstroma. Zwischen den beiden und auch im Gewebe 
der letzteren Schicht ziehen sich mehrere Blut- bzw. Lymphrdiume 
durch, welche manchmal schwarze Pigmente von verschiedenen 
Formen und GréBen enthalten. Nach der Peripherie zu gehen diese 
Pigmente mehr oder weniger kontinuierlich in die der Chorioidea 
iiber. AuBerdem ist in der inneren Schicht eine faserige Diffe- 
renzierung das Ligamentum annulare erkennbar. 

Eine besondere Ausbildung der sog. Argenteaschicht fehlt. Die 
hintere Flache des Irisstromas ist einfach mit einem diinnen Endothel 
gegen das duBere Irisblatt abgegrenzt. Das Endothel ist zellarm 
und enthalt einige kleine, meistens flache Pigmente. Die Zellen des 
Endothels differenzieren sich wahrscheinlich stellenweise in die 
dilatatorischen Muskelfasern. 

Wahrend die auBere Schicht auf ihrer ganzen Vorderfliche fest 
mit der inneren Flache der Lamina sclerotica der Cornea verbunden 
ist, liegt das innere Endothel nur stellenweise in lockerer Verbindung 
auf dem Irisblatt. Eine wirkliche Gewebeverbindung zwischen dem 
Stroma und dem Irisblatt besteht nur in einer gewissen Breite in der 
Nahe des Pupillarrandes. Ein einschichtiges Endothel, als periphere 
Fortsetzung von der Lamina sclerotica herkommend, iiberzieht die 
Gesamtmasse des mesenchymatischen Iristeils bis zu dieser Ver- 
bindungsstelle und es erstreckt sich pupillarwdrts, die vordere Iris- 
flache nur lose bedeckend, noch ein kleines Stiickchen weiter, um 
sich schlieBlich an dem duBersten Pupillarrand mit der Irisflache 
zu verbinden. 
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Nach der Peripherie zu vereinigt sich die 4uBere Schicht des 
Ligamentum pectinatum mit der Sclera, wihrend sich die innere 
Schicht des Stromas mittels des vorher genannten Endothels, mit 
dem Chorioideagewebe verbindet (Tensor chorioideae). 


B. Darstellung der Versuchsergebnisse 


1. Normaler Verlauf der Linsenregeneration 


a. Vorbereitungsvorgdnge 

Fig. 1, a und b Tafel 8 zeigen den Zustand des Auges sofort nach 
der Operation. Man erkennt, daB die Linse dabei wirklich restlos ent- 
fernt worden ist. Der Augapfel schrumpft und deformiert aber 
geradezu hoffnungslos, indem die Retina samt dem Pigmentepithel 
und 6fters auch noch die 4uBeren Hiillen am Augenboden mehr oder 
weniger nach vorn geriickt, voneinander abgespalten und oft zusam- 
mengefaltet sind. Die Retinaschale verflacht sich dabei oft betracht- 
lich; bei maximaler Verflachung kann sich ihre Tiefe auf 2/3 
oder auf 1/2 derjenigen des normalen Zustandes verkiirzen. 

Mit diesem allgemeinen Zusammenschrumpfen des Bulbus ver- 
lieren auch die Iris und Pupille rasch ihre Spannung. Die Pupil- 
lardéffnung zieht sich in eine mehr oder weniger lingsgezogene Oval- 
form zusammen (Abb. 3a), und ragt mehr oder weniger stark 


Abb. 3a—j. Misgurnus anguillicaudatus, Ubersicht iiber den normalen Vorgang 
der Linsenregeneration. Isolierte Irisringe aus den linken Augen von hinten. 
Vergr. 20x. a@: Gleich nach der Linsenexstirpation. Der Irisring des rechten | 
intakten Auges desselben Fisches ist in Abb. 2a@ gezeigt. Beachte die Kon- 
traktion der Pupillaréffnung. 6b und c: 3 Tage nach der Operation, Vorwachsen 
des Endothels des Stroma iridica, Zusammenziehung (bei 6) und Kerbung (bei 
c) des Pupillarrandes. Beginn der Auflockerung des Irisgewebes: s. weife 
Piinktchen in 6b am Irisrand unten links, in c in der Pars iridica unten. d: 7 
Tage nach der Operation, Auflockerung des Irisgewebes. Pupillarrand unscharf 
geworden. Pupillaréffnung ist hier mit einer Blutmasse verstopft, von deren 
Entfernung, wegen der leichten Verletzbarkeit des Pupillarrandes, Abstand 
genommen. e: 9 Tage nach der Operation, Verschlu8 der Pupillaroffnung. 
Entspricht ungefahr den Stadium gezeigt in Abb. 8. f—g: Verschmelzung der 
primaren Linsenanlagen, f: 13 Tage nach der Operation, entspricht ungefahr 
dem Stadium gezeigt in Abb. 11. g: 18 Tage nach der Operation. 
Wachstum des vereinigten Linsenregenerats, h: 21 Tage, i: 25 Tage, j: 30 Tage 
nach der Operation. Vergl. Abb. 12. 
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kraterfoérmig nach auBen hervor (Abb. 4). Dabei lést sich das 
Stroma iridica in seinem ganzen peripheren Umkreis mehr oder 
weniger deutlich von dem schwarzen Irisblatt ab, und manchmal 
erkennt man in der oben erwdihnten Verbindungsstelle des Stromas 
an dem Irisblatt in regelmaBigen Zwischenriumen mehrere Streifchen 
von feinsten Pigmentgranula, welche gerade wie Rauchwolken aus 
Schornsteinen von dem duBeren Irisblatt emporsteigen (Abb. 4). 
Wie man gleich sehen wird, deutet diese Erscheinung darauf hin, 
daB das duBere Irisblatt wahrscheinlich Sphinctermuskeln enthalt 
und bei deren plétzlichen Kontraktion gegen den Zug des sich eben- 
falls kontrachierenden Tensor chorioideae seine Zellen ihr Pigment 
aus dem Zelleib ausstoBen. Die im intakten Zustand glatte Oberflache 
des duBeren Irisblattes der Pars iridica wird, wahrscheinlich durch 
Kontraktion dieser Muskelzellen, runzelig. 

Das Zusammenziehen der Pupillaréffnung dauert etwa 2-3 Tage 
und wihrenddessen bleiben ihre Rainder duBerlich ganz glatt (Abb. 
35). Inzwischen beginnen aber im Innern die beiden Irisblitter sich 
voneinander abzuspalten, was auch bei den Urodelen iiblich ist. Es 
geschieht jedoch, im Gegensatz zu den Urodelen, nicht nur am dors- 
alen, sondern an dem ganzen, d.h. also auch an dem ventralen Pupil- 
larrande, wenn auch hier etwas verspdtet bzw. in schwdécherem 
MaBe. 

So sieht man bereits 2 Tage nach der Operation, daB der Spalt- 
raum zwischen den beiden Bladttern der dorsalen Iris bereits auf die 
ganze Strecke der Pars iridica bis zur Ubergangsstelle in die Pars 
ciliaris ausgedehnt ist, wo die Iris zu jener kraterférmigen Vor- 
stiilpung geknickt ist (Tafel-Fig. 2, Abb. 5). 

Dabei schreitet der Vorgang in drei Abschnitten der Pars iridica, 
welche jeweils durch besondere feste Aneinanderfiigung der Irisblatter 
abgegrenzt sind (in Abb. 5 mit Pfeilchen gekennzeichnet), ver- 
schieden weit fort. Am weitesten und deutlichsten tritt die Abspal- 
tung im mittleren Abschnitt auf, der ungefahr dem Bereich entspricht, 
von dessen PigmentausstoB vorher die Rede war und der hier bequem- 
lichkeitshalber Randabschnitt ganannt sei. Demgegeniiber ist die 
Spaltbildung in der 4uBersten Spitze der Iris, gegen die Erwartung 
aus der Erfahrung bei den Urodelen, augenscheinlich verspdtet. 
Dieser kleine Abschnitt sei als Endabschnitt bezeichnet. Auch in 
der basalen Halfte der Pars iridica, dem Basalabschnitt, ist die 
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Abb. 4. Misgurnus anguillicauda- 

tus, Iris gleich nach der Linsen- 

extirpation. Medianschnitt des 
Auges. Vergr. 120~x. 


Abb. 5. 2 Tage nach der Opera- 
tion, Spaltbildung zwischen den 
Irisblattern schreitet von dem 
mittleren Teil der Pars iridica 
nach den beiden Enden zu fort. 
Drei Pfeilchen zeigen jeweils die 
Grenze zwischen Pars ciliaris 


und der Pars iridica (oben), 
zwischen Basal- und Randab- 
schnitt (Mitte), und zwischen 
shee 1 Rand- und Endabschnitt der Pars 
iridica (unten). Vergr. 120x. 


Abb. 5 
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Abspaltung der Irisblatter nur angedeutet. 

Etwa 5 Tage nach der Operation zieht sich die Pupillaréffnung 
ungefahr zu 1/2-2/3 der urspriinglichen GréBe zusammen, und ihre 
Rander beginnen mehr oder weniger schartig zu werden (Abb. 3c). 
Auf der duBeren Irisfliche wdchst das Stromamesenchym hie und 
da iiber den Pupillarrand hinweg in die Pupille hinein als ein faseri- 
ger weiBer Saum (Abb. 30,c). Mikroskopisch untersucht, entsteht 
dieser Saum hauptsdchlich durch Wucherung des die vordere Augen- 
kammer auskleidenden Endothels, welches seinerseits jene feste Ver- 
bindung am Endabschnitt des Irisblattes beibehalt. 

Ziemlich gleichzeitig mit dem Vorwachsen des Mesenchyms 
verindert der Irisring. rasch sein Aussehen. Beobachtet man die 
Totalpriparate unter durchfallendem Licht, so sieht man ungefahr 
5-7 Tage, selten auch schon 3 Tage nach der Operation, mehrere 
helle Piinktchen in der Pars iridica, besonders in ihrem Rand- 
abschnitte regellos zerstreut (Abb.3c). Diese Piinktchen vergréBern 
sich und vermehren ihre Zahl am stirksten und am ehesten in dem 
dorsalen Irisrand aber sie machen sich bald auch in den seitlichen 
Irisrdandern und sogar im ventralen Rand bemerkbar. Im Rand- 
abschnitt der Pars iridica bekommt das Gewebe dadurch ein Aussehen, 
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als ob es sich auflockerte, und der ganze Pupillarrand verliert seinen 
scharfen UmriB (Abb. 3d). Meistens 10-14 Tage nach der Operation 
wird die Pupille selbst mit dem aufgelockerten Irisgewebe mehr oder 
weniger vollkommen verschlossen (Abb. 3e). 

Verfolgt man diese Vorginge des Pupillenverschlusses mikro- 
Skopisch, so erkennt man, daB verschiedene Teilvorginge dazu 
mitwirken, unter denen zuerst die Verdinderung des Druck- oder 
Spannungsverhidltnisses im Auge nach der Operation beriicksichtigt 
werden mu. Da der Druck jedoch durch das Kammerwasser hervor- 
gerufen wird, und dessen Ansammlung schlieBlich von der Verheilung 
der Operationswunde abhingig ist, so seien hier kurz diese beiden 
Vorgdnge erortert. 

Bereits am Tage nach der Operation verheilt die Wunde auf dem 
Epithel der Lamina cutanea®). Das Kammerwasser, welches gro- 
Benteils abgeflossen war, fangt sogleich an sich zu sammeln. Es 
sammelt sich immer mehr, manchmal schon innerhalb 5 Tagen nach 
der Operation, meistens jedoch im Laufe von 7 bis 10 Tagen, und 
die groben Falten der Retina und des Pigmentepithels® gliatten sich, 
so daB Auge ziemlich schnell seine urspriingliche Form wieder- 
bekommt (s. Tafelabbildungen ). 

Als spezifische Teilvorginge lassen sich nun auBer dem vorher 
erwdhnten Vorwachsen des Mesenchyms noch die folgenden Veridn- 
derungen des Irisepithels selbst aufzihlen. 1. Trennung, Abflachung 
und Umstellung der Zellen des (meist 4uBeren) Irisblattes im Rand- 
und im Endabschitt, 2. Depigmentation und Verfaserung der Iris- 
blatter und 3. Auftreibung, Verflachung und Verlingerung des End- 


*‘) Es kommt regelmifig vor, daB sich dabei das Epithel der Brille iiber 
die Wundrdinder des darunterliegenden Mesoderms hinweg nach innen ein- 
kriimmend verschiebt und verwdchst, so da auf der duferen Brillenflache 
eine lineare Einkerbung entsteht. Der Grad und Umfang des Epithelein- 
dringens beeinflussen augenscheinlich den weiteren Verlauf der Heilung. Es 
dauert mindestens 5, meistens aber 10 Tage, selten noch linger, bis die Brille 
in ihren beiden Schichten verheilt. Die Lamina orbitalis heilt ohne weiteres 
in kiirzerer Zeit. Die Lamina sclerotica degegen braucht verschieden lange 
Zeit zu ihrer Verheilung. 

®) Die kleineren Falten des Pigmentepithels brauchen dagegen ldngere 
Zeit, um sich wieder zu glitten. Der Kontakt der Retina mit dem Pig- 
mentepithel wird daher oft auf langerer Zeit nicht wiederhervestellt, wodurch 
jedoch keine Komplikation in Verlauf der Linsenregeneration verursacht wird. 


: 

4 


LINSENREGENERATION BEI DEN COBITIDEN 263 


bzw. Randabschnittes. Alle diese Vorginge treten, wie schon gezeigt, 
nicht auf einmal gleich im ganzen Umkreis der Pupille, sondern an 
verschiedenen Stellen mit verschiedenem Tempo und Umfang auf. 
AuBerdem geschehen die einzelnen Vorginge manchmal sehr rasch 
aufeinander oder sogar gleichzeitig, sodaB eine scharfe Trennur 7 
und eine genaue zeitliche Reihenfolge nicht mit Sicherheit durch- 
zufiihren sind. 

1) Trennung, Abflachung und Umstellung der Zellen kommen 
zuerst und vorwiegend im duBeren Irisblatt vor. Etwa gleichzeitig 
mit der ersten Abspaltung der Irisblatter” oder sogar kurz vorher 
zeigt der Randabschnitt ein eigentiimliches Schnittbild, wie es in 
Abb. 65 gezeigt wird. Gerade dort, wo das duBere Blatt fest mit 
dem Stromamesenchym verbunden ist, sind seine Zellen einzeln von 
den Nachbarzellen getrennt, hoch gestreckt und stellen sich ein 
wenig schief gegen die Irisfliche. 

Eine genauere Angabe iiber das Zustandekommen dieses Vor- 
ganges bedarf noch spezieller Untersuchung, aber es scheint wahr- 
scheinlich, daB bei der Streckung der Zellen ein ziemlicher Teil ihres 
Pigmentgehaltes in die Zwischenrdume ausgestoBen wird. Die so 
interzellular ausgestoBenen Pigmentgranula fallen anfangs lose wie 
Rauchwolken, spadter aber als Kliimpchen aus dem Zellverband los- 
getrennt, in das Stromagewebe ab, und werden, schlieBlich in die 
Peripherie des Kammerdreiecks abtransportiert. 

Die Form der auf diese Weise vereinzelt dastehenden Epithel- 
zellen ist anfangs langsgestreckt oval oder polygonal. Aber sehr 
bald werden die Zellen, von der Nahe der Pupille angefangen und 
nach basalwidrts fortschreitend, flach-spindelférmig gestreckt und ihr 
freies, geneigtes Ende kriimmt sich eins nach dem andern auf die 
naichststehende Zelle und verbindet sich mit ihrer konkaven Flache, 
sodaB sie in einer Kette von §-Form angeordnet werden (Abb. 63). 
Hand in Hand mit den anderen, noch zu erwdhnenden Vorgidingen 
strecken sich die Zellen nunmehr in die Langsrichtung der Iris und 
reihen sich in ein verdiinntes, mehr oder weniger kontinuierliches 


’) Eine Trennung der Zellen wird ab und zu schon bald nach der Opera- 
tion in verschiedenen Stellen der Iris beobachtet, besonders dort wo die Iris 
eine starke Kriimmung hat oder infolge der Deformation geknickt ist. Solche 
vielmehr auf Artefakt zuriickzufiihrende Erscheinungen sind hier auBer Acht 
gelassen. 
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Epithel. 

- Auf dieselben Weise, nur ein wenig spiter, geschieht die Tren- 
nung der Zellen auch im inneren Blatt. Die Zellen der beiden Blatter 
sind dann jeweils an ihren zugekehrten Enden verbunden und stellen 
sich gegenseitig symmetrisch, sodaB sie eine iibereinanderliegende 
V-Form bilden (Abb. 6a). Im Gegensatz zum vorderen Blatt, sind 
Abflachung und Umstellung der Zellen im hinteren Blatt nicht 
festzustellen. Die Zellen bilden, unter Depigmentierung, vielmehr 
ein einfaches Epithel, oder aber sie differenzieren sich sogleich in 


die Fasern (s.u.). 


Abb. 6. 5 Tage nach der Opera- 
tion, Auflockerung des Irisgewe- 
bes in Schnittbildern, Vergr. 
120 x .——a: Frontalschnitt durch 
die Nahe des cranialen Pupillar- 
randes. Strich zeigt das Niveau 
der Vereinigungsstelle der dor- 
salen und ventralen Iris, Pfeil- 
chen oben die Grenze zwischen 
Pars ciliaris und P. iridica (dem 
Basalabschnitt), Pfeilchen unten 
die Grenze zwischen Basal- und 
Randabschnitt der P. iridica. Im 
dorsalen Randabschnitt’~ die 
Umstellung der Zellen des vor- 
deren Irisblattes und die stark 
aufgequollenen depigmentierten 
Zellen des hinteren Irisblattes, 
umgeben von interzelluldren 
Pigmentk6rnern und -kliimpchen. 
Im dorsalen Basalabschnitt und 
im ventralen Randabschnitt sind 
die Zellen des 4uferen Irisblat- 
tes in Trennung, wihrend sich 
das hintere Blatt entweder noch 
Abb. 6 in Depigmentation (ventral), 

oder in Zellentrennung befindet 

(dorsal, beachte V-férmige Einstellung der Zellen der beiden Irisblitter ). 
-—6: Medianschnitt durch die Pupille desselben Auges wie bei a. Allige- 
meine Verdickung der Pars iridica und die Zellentrennung des d4uBeren 
Irisblattes im Randabschnitt. Pupillarwirts sind die Zellen bereits um- 

| gestellt und verflacht. 
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2) Die Depigmentation der Epithelzellen der Iris beginnt, wie 
oben gezeigt, schon sehr bald nach der Operation und zwar sind die 
verflachten Epithelzellen des Vorderblattes bereits so weit pig- 
mentarm geworden, daB ihre Kerne sichtbar werden. Am stirksten 
geschieht sie jedoch im hinteren Irisblatt, gleichzeitig mit der darin 
vorkommenden Zellentrennung, also etwa 3-5 Tage nach der Opera- 
tion. 

Abb. 6a, die einen Schnitt durch die Nihe des cranialen Pupillar- 
randes darstellt, zeigt diesen Vorgang lehrreich, denn hier sind 
auBerdem alle bisher erwdhnten Vorginge zugleich ersichtlich. In 
der Abbildung ist die Stelle des Zusammentreffens der dorsalen und 
ventralen Irisrdnder mit einem Strich angezeigt. Im dorsalen Teil 
ist die Zellentrennung bereits fast auf den ganze Basalabschnitt der 
Pars iridica fortgeschritten, wihrend sie im ventralen Teil erst im 
Gang ist, und zwar im inneren Blatt eben begonnen hat. Hier werden 
die interzellularen Pigmentgranula und -kliimpchen in die hintere 
Kammer ausgestoBen, so daB ein ziemlich kontinuierlicher Pig- 
mentstreifen entlang der Epithelflache entsteht. Der gleiche Streifen 
bleibt, immerhin etwas verschwommen, noch im dorsalen Teil entlang 
des Basalabschnittes erkennbar, wihrend an dem Randabschnitt, wo 
die Zellen des 4uBeren Blattes bereits in Umstellung begriffen sind, 
der Pigmentstreifen kaum mehr vorhanden ist. 

Gerade in dieser zuletzt genannten Stelle geschieht die Depig- 
mentation und Verfaserung des hinteren Blattes. Die Zellen sind 
mehr oder weniger depigmentiert und aufgequollen aber noch mit 
Pigmentkliimpchen umgeben (Abb. 6a). Sie ordnen'sich entweder 
einfach als Kubisch- bzw. Plattenepithel (Abb. 7a), oder aber un- 
regelmdBig, und ihr Protoplasma verindert sich bald faserformig 
(Abb. 8a). Die Verfaserung geschieht also vorwiegend im hinteren 
Blatt, aber die Zellen des Vorderblattes haben auch dieselbe Fiahig- 
keit, sich in eine Faser umzubilden (s.u.). 

3) Die Auftretbung bzw. Verflachung des Randabschnittes und die 
Verlangerung des Endabschnittes sind nun die Hauptmomente des 
Pupillenverschlusses, der die normale Linsenregeneration erméglicht. 

Ungefahr 5 Tage nach der Operation, .spalten sich im Randab- 
schnitte die beiden Irisblitter stellenweise weit und breit spindel- 
foérmig auseinander (Abb. 7a). Infolge der oben erwdhnten Verinde- 
rungen, besteht hier das d4uBere Blatt aus flach-spindelférmigen Zellen, 
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Abb. 7. M. anguillicaudatus, 5 Tage 
nach der Linsenexstirpation, Auf- 
lockerung des Irisgewebes ( Fort- 
setzung). Vergr. 120 x.——a: Auf- 
treibung der Irisblitter und zu- 
gleich die Bildung der primdren 
Linsenanlage. Beachte das ver- 
diinnte Vorderblatt und verdicktes 
Hinterblatt.-——b: 50 caudal ent- 
ferntes Schnitt. Beginn der mem- 
branésen Verdiinnung der End- 
und Randabschnitte. Es bleibt 
noch §&-férmige Umstellung der 
Vorderblattzellen. 


die miteinander nur locker verbunden sind. Das innere Blatt ist 
etwas dicker als das duBere, und seine Zellen sind in den beiden 
Enden der Auftreibung kubisch, in dem mittleren Wandbezirken 
dagegen platt-epithelial. Beide Blatter enthalten noch stellenweise 
mehr oder weniger Pigment. Der Endabschnitt ist hier ein wening 
verdickt, aber zeigt noch keine nennenswerte Verinderung. 

50 caudalwdarts entfernt zeigt das Schnittbild desselben Auges 
(Abb. 7 5), daB im Randabschnitt die Auftreibung der Irisblatter 
nachzulassen beginnt, und stattdessen sein pupillares Ende sich mit- 
samt dem Endabschnitt als ein verdiinnter, doppelschichtiger Fort- 
satz verlingert. Die Zellen des Fortsatzes enthalten noch recht viel 
Pigmentkorner. | 

In der weiteren Entwicklung wandelt sich, auf diese Weise, der 
ganze Randabschnitt der Pars iridica schlieBlich in eine Membran > 
um, deren doppelblaittrige Struktur nur noch in ihrem basalen Teil 
durch den verschmilerten Spaltraum erkennbar ist. Der Endabschnitt 
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Abb. 8. M. anguillicaudatus, 10 
Tage nach der Linsenexstirpation. 
Pupillenverschluss durch verdiinn- 
tes Irisgewebe vollendet. Vergr. 
120 x .——a: Pfeilchen oben zeigt 
das Niveaux des Abrisses in 3B, 
Pfeilchen in der Mitte die Grenze 
zwischen den Basal- und Randab- 
schnitten, Pfeilchen unten die 
Grenze zwischen den Rand- und 
Endabschnitten. Strich zeigt die 
Vereinigungsstelle der Enden der 
dorsalen und ventralen Endab- 
schnitte, beachte die Knédpf- 
chenartigen 
150 # caudalwarts von a. AbD- 
reiBen Irisgewebes beim 
Pupillenverschlu8. Beachte das 
starke Spreizen der Irisblatter 
an der Abrifstelle und Verfase- 
rung der Verschlu8membran. 


wird verlingert als eine kurze, feine Fasermembran mit einem end- 
standigen, knopff6rmigen Anhingsel, das vielleicht der Rest des etwa 
vorhandenen Sphinctermuskels ist (s. Abb. 8a). | 

Eine derartige wirkliche Membranbildung durch die Verflachung 
und Verlingerung des Rand- und Endabschnittenmaterials geschieht 
friiher oder spiiter iiberall in den Pupillarrandern, d.h. eben dort, 
wo die Auftreibung des Randabschnittes spiater nicht wieder zu 
erkennen ist. 

Genau gleicherweise verlaingert sich aber auch der Endabschnitt 
des stark aufgetriebenen Bereichs allmahlich und das freie Ende des 
spindelf6rmigen Randabschnittes wird dadurch ungemein diinn ge- 
streckt und spdter ebenfalls verfasert. 

Auf diese Weise wird die eigentliche Pupillaréffnung allmédhlich 
und allseitig durch das mehr oder weniger pigmentarm gewordene 
Irisgewebe verschlossen, dessen beide Blatter stellenweise entweder 
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gerdumig auseinander gebogen sind oder dicht aufeinander liegen. 

Uberblickt man nochmals den ganzen Vorgang dieses Pupillen- 
verschlusses, so laBt er sich folgenderweise zusammenfassen. 

1. Das plétzliche Absinken des inneren Druckes im Auge infolge 
der Operation ruft die Erschlaffung und Abspaltung der Irisblatter 
sowie das aktive Vorwachsen des mesenchymatischen Endothels 
rings um den Pupillarrand hervor. 

2. Mit der Heilung der Operationswunde sammelt sich das Kam- 
merwasser an, und der innere Druck des Auges wird wiederhergestellt. 
Inzwischen erfahren die Irisblatter des Randabschnittes der Pars 
iridica eine Trennung der Zellen, die im vorderen Blatt die Ab- 
flachung und Umstellung derselben verursacht, womit das Vorder- 
blatt verdiinnt wird. Im hinteren Blatt dagegen, werden die Zellen 
depigmentiert und in ein verdicktes, leicht zur Faserbildung geneigtes 
Epithel angeordnet. | 

3. Die Irisblatter spalten sich dann weit und breit auseinander. 
Der Randabschnitt treibt sich stellenweise entweder besonders stark 
auf, oder aber er bildet sich durch Anndherung der beiden Blatter in 
eine doppelblittrige Membran um. Die dabei erfolgte Verdiinnung 
des Irisgewebes kommt dadurch zustande, daB es dauernd durch das 
vorwachsende Stromaendothel pupillarwarts hingezogen® wird. Die 
Frage, ob dabei auch der in den anderen Fischen iibliche Sphincter- 
muskel eine gleichsinnige Spannung ausiibt, bleibt offen, bis dessen 
Vorhandensein auch beim Misgurnus bewiesen ist. 


b. Differenzierung und Bildung der primdren Linsenanlagen 

Wiahrend des Pupillenverschlusses beginnen, wie schon gezeigt, 
die Zellen des Randabschnittes sich zu depigmentieren. Im ndichsten 
Stadium wird die Depigmentierung vervollstindigt und dadurch wird 


8) Wie stark die dabei wirkende Gswebespannung sein kann, ist an den 
Abb. 85 und 9a@ mit besonderer Deutlichkeit abzulesen. Im ersten Fall, sind 
die beiden Irisblatter ungefaihr in der Ubergangsstelle der Pars iridica in die 
Pars ciliaris wahrscheinlich bei der Trennung der Epithelzellen abgerissen 
und das ganze Stiick unterhalb der Abrifstelle ist sichtlich in die Pupille 
hineingezogen. Im Fall von Abb. 9a, handelt es sich um die Bildung von 
zahlreichen kleinen Rissen in der eben gebildeten Verschlu8membran, welche 
ebenfalls durch das Abreifen der Irisblatter bei der Trennung der Zellen 
des Randabschnittes entstanden sind. Jedenfalls ist eine derartige Erschei- 
nung ohne Annahme eines starken Zuges auf das Irisgewebe gar nicht méglich. 
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der Randabschnitt, in den einzelnen Stellen, wo er mehr oder weniger 
stark aufgetrieben ist, jeweils zu einer selbstandigen Linsenanlage, 
deren hintere Wand rasch in die Faserdifferenzierung eintritt. Die 
Stellen und die Anzahl sowie der Umfang der einzelnen Anlagen 
sind daher abhdngig von denjenigen der vorangebildeten Auftrei- 
bungen des Randabschnittes. Die Stellen, wo der Randabschnitt als 
Membran verflacht ist, werden also nur zu kleinen Anlagen. 

Abb. 9 zeigt ein Beispiel des letzten Falles® im friihesten Stadium. 
Hier geschah die Anlagebildung an zwei Stellen, und zwar einmal 
im dorsalen, ein andersmal im ventrocaudalen Gebiet der Ansatzstelle 
der Membran. Bei unserer frontalen Schnittfiihrung ist also die 
erstere Anlage ihrer Linge nach, die letztere ungefahr quer getroffen, 
so daB die Befunde der beiden sehr bequem einander erginzen. 

Gerade dort, wo der Randabschnitt der Pars iridica noch als 
zweiblitterige Membran mit dem verdickten Basalabschnitt zusamem- 
hangt (vergl. Abb. 8a), wird das duBere Irisblatt manchmal beson- 
ders stark abgerissen und einige Zellen in der RiBstelle verdiinnen 
sich zu einer pigmentfreien Membran (Abb. 98, g). Gleich pupillar- 
warts von dieser RiBstelle sind die Zellen des vorderen Blattes bis 
zur Stelle, wo die Doppelblattrigkeit der Membran verschwindet (c), 
in einer ansehnlichen Strecke (/) véllig depigmentiert und mehr 
oder weniger deutlich in zwei Lagen geordnet, wodurch die Membran 
an der Stelle verdickt wird. Diese kubische bzw. polygonale epi- 
theliale Anordnung der Zellen verwischt sich gleich weiter pupillar- 
warts, indem sich die Zellen in Fasern verwandeln. Diese Verdn- 
derungen geschehen eher in der hinteren Zellage (c, e), doch bald 
zeigt auch die vordere Zellage dieselben Verdnderungen (5b), 
die Zell- und Epithelgrenzen stellenweise unklar werden (d). Die 
Faserzellen ordnen sich dabei entweder konzentrisch um die jeweils 
mit einem besonders aufgequollenen Kern versehenen Zellen herum 
(c), oder ihre faserigen Protoplasmak6rper vereinigen sich zu einer 
formlosen Masse (Abb. 9d). 

Wie hier klar festgestellt, wird die Regeneratsanlage weder 
durch eine Wucherung der depigmentierten Zellen aus dem Rande 


*, Das Zustandekommen und das Aussehen der primidren Linsenanlage 
beim ersten Fall lassen sich ohne weiteres von dem Zustand der Abb. 7a 
ableiten. Sie sind auch in dem niachsten Beispiel (Abb. 10) ersichtlich, 
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der Membran gebildet, noch wichst sie centralwirts auf die Membran 
hingleited. Sie entsteht vielmehr, mindenstens im Anfang, einfach 
durch die nachtradgliche, endgiiltige Depigmentation der Epithel- 
lamellen des Randabschnittes, welche sich vorher in die Membran 
umgewandelt haben. | 

Abb. 10 zeigt ein Beispiel in der na&chsten Stufe, bei welchem 
eine Linsenanlage durch Depigmentierung des vorher spindelférmig 
aufgetriebenen Randabschnittenmaterials entstanden ist. In diesem 
Fall ist die Anlagebildung fast nur in dem caudalen halben Umkreis 
des Membranansatzes erfolgt, und zwar aus drei verschiedenen Stellen ~ 
her. Die erste Anlage’™ stammt aus einem iiber 30 uw sich erstrek- 
kenden caudal-dorsalen Regenerationsherde und die zweite und die 
dritte aus zwei getrennten kleinen Herden im caudalen Membran- 
ansatz. Es ist klar ersichtlich, daB sich jede einzelne Anlage selbstandig 
differenziert und entwickelt, daB sie sich aber zugleich sehr leicht 
miteinander vereinigen kénnen. In den Abbildungen sind die 
Vereinigungsstellen, die oft durch die Verschiedenheit der Zellen- 
anordnung gekennzechnet sind, mit Linien und Ziffern verdeutlicht. 

Die erste dorsale Anlage ist naturgeméB am gréBten und am 
schénsten entwickelt. Sie zeigt sich auf den Langsschnitten (Abb. 
10d) als eine mit geriumigem Lumen versehene spindelférmige 
Blase, was aller Wahrscheinlichkeit nach auf ihre Entstehung aus 
dem aufgetriebenen Randabschnitte hinweist. Ihre Vorderwand 
besteht vorwiegend aus einem vollkommen depigmentierten ein- 
schichtigen Epithel. Nur in der Nahe des Mémbranansatzes—dem 
Befund im vorigen Fall entsprechend—verdickt sich das Epithel in 
zwei Zellagen (ff). Hier ist jedoch, im Gegensatz zum vorigen Fall, 
das Vorderblatt nicht oder nur wenig in Fasern umgebildet. Das 
spricht dafiir, daB die Depigmentation der beiden Blatter zu rasch 
hintereinander erfolgte, um Zeit fiir Verfaserung zu lassen. 


10) Die einzelne Anlagen sind von oben nach unten nummeriert und in 
den Abbildungen mit den betreffenden Ziffern bezeichnet. 


Abb. 9. a—g: Erste Stufe der primaren Linsepdiilagebildung in Serienschnitten 

in cranio-caudaler Reihenfolge. Abstand von zwei Bildern ist jeweils am 

Rande angegeben. Erkladrung siehe Text. M. anguillicaudatus, 18 Tage nach 
der Linsenexstirpation, Vergr, 120~. 
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Abb. 10 (1) 


Die hintere Blasenwand besteht aus einem vorwiegend zwei- 
schichtigem Epithel, welches gleichfalls véllig depigmentiert ist (d, 
e). Ziemlich in der Mitte der Blase bildet sie eine Verdickung, 
worin sich die Fasern konzentrisch um eine zentrale Fasermasse 
anordnen, derart, wie man sie von der urodelen Linsenregeneration 
her kennt und als Faserhiigel -bezeichnet (e, /, g). 

Uber die zweite, mittlere Anlage, eine verflachte doppelschichtige 
Blase mit einem schmalem Lumen (e, /, g), braucht man nur wenig 
zu erwdhnen. Ihre Form und Entstehung lassen sich ohne weiteres 
vom Schnittbild der ventralen Anlage im vorigen Beispiel ableiten 
(vergl. Abb. 9/). Hier ist alterdings die hintere Wand der Rege- 
neratsblase durch die vollstandige Depigmentierung der hinteren 
Membranlamelle geliefert worden. Die Zellen sind nur wenig ver- 
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Abb. 10 (2) 


Abb. 10. a—i: Differenzierung der primaren Linsenanlagen und ihre 
Verwachsung in Serienschnitten in cranio-caudaler Reihenfclge. a: 
Vollstandige Verfaserung der Verschlu8membran in der cranialen 
Augengegend. Sonstige Erklairung siehe Text. M. anguillicaudatus, 
10 Tage nach der Linsenexstirpation. Vergr. 240~x. 
4, 


fasert und zwar fast ausschlieBlich in der vorderen Zellage der 
hinteren Wand (J, g). 

In der dritten ventralen Anlage ist die Verfaserung der Zellen 
sehr weitgehend fortgeschritten. Nicht nur die hintere Wand, sondern 
fast das sdimtliche Zellmaterial ist mehr oder weniger stark in die 
Faserdifferenzierung geraten, sodaB sich die Anlage ihres Epithels 
stellenweise entbl6Bt (zg). Es besteht kein Zweifel, daB diese dritte 
Anlage, wie die zweite, eigentlich als eine doppelschichtige Blase 
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mit flachem Lumen entstehen sollte. Jedoch wurde das dorsale Ende 
der Anlage mit einer stark verfaserten Membran der zweiten Anlage 
verbunden und angezogen, so daB die Beteiligung des hintern Blattes 
zur Bildung der Anlage stellenweise unvollstandig blieb und es nur 
eine diinne Faserschicht auf ihre hintere Wand liefert (h). Die 
Anlage wird seinerseits friihzeitig von der Flache ihres Mutterbodens, 
der VerschluBmembran, getrennt und wdchst selbstdndig iber sie 
hinweg (h, 1). Das ist eben der Grund dafiir, daB es mit der Zeit 
immer schwieriger wird, die Herkunft der einzelnen Anlagen jeweils 
klar zu verfolgen. 

Abb. 10 zeigt nun zum SchluB noch einen Vorgang, der fiir die 
weitere Ausbildung und Wachstum des Regenerats unerldBlich ist. 
Es zeigt sich nimlich dabei, daB an verschiedenen Stellen’ des dem 
Regenerat am nichsten liegenden Basalabschnittes der Pars iridica 
eine neue Wucherung von vdollig depigmentierten Zellen entsteht. 
Sie liefert dem Regenerat bald das Epithel, bald die Fasern oder 
aber sie kann sich als eine selbstandige primaire Anlage entwickeln 
und sogleich mit dem Regenerat verschmelzen. Das dabei verwendete | 
Irisgewebe kann aus den beiden Lamellen bestehen oder aber auch 
aus nur einer von den beiden’™. Jedenfalls werden auf diese Weise 
zu den vereinigten Anlagen immer wieder von verschiedenen Stellen 
rings umher neue’: Anlagen und neues Zellmaterial hinzugefiigt, 
welche sich ihrerseits selbstaindig differenzieren kénnen. Die Anlage 
wichst also appositiv. 


c. Verschmelzung der primdren Anlagen und Herstellung der 
zusammengesetzten Linsenanlage 

Mit der Vermehrung der Anzahl von primiren Anlagen wird 
ihre Verschmelzung immer inniger und vollkommener, so daB sie 
allmdhlich eine einheitliche Linsengestalt annehmen. Das nichste 
Beispiel zeigt diese Vorgainge (Abb. 11). 

In Ubereinstimmung mit dem vorherigen Beispiel, ist hier die 
Entstehung der ersten Anlagen in der kaudalen Halfte friiher erfolgt 


1) Diese neue Zellwucherungen sind in Abb. 10 jeweils mit einem Stern- 
chen und Alphabet a—c vermerkt. Sie geschah in diesem Fall also an zwei 
Stellen aus dem dorsalen und an einer Stelle aus dem dorso-caudalen Teil, 
und zwar bei *a aus dem hinteren Irisblatt, bei *b aus den beiden Irisblitter 
zugleich und bei *c vorwiegend aus dem vorderen Blatt. 
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Abb. 11. a—c: M. anguillicaudatus. Bildung der zusammengestzten 
Linsenanlage in Serienschnitten, in cranio-caudaler Reihenfolge. 18 
Tage nach der Operation. Vergr. 120x.——a: dorsal ein neuer 
Materialnachschub. Die groBe FasermaBe ventral besteht aus 2 
Komponenten, die in 6 noch deutlich voneinander getrennt sind. Die 


dorsale Linsenhdlfte besteht aus mindestens 5 Komponenten, ein- 
schlieBlich des craniodorsalen Zellmaterials.——c: Medianschnitt des 
Regenerats. 


als in der cranialen. In seinem Medianschnitt (c), zeigt sich das 
Regenerat als eine einheitliche Linsen- bzw. Spindelform, aufgehingt 
an den beiden Enden mit der verdiinnten Membran in der noch 
nicht endgiiltig geheilten, provisorischen ,,Pupillaréffnung‘. Im 
Inneren hat es eine vordere und eine hintere Epithelwand und zwei 
grobe Faserzentren, die jeweils aus einigen kleijneren Zentren zusam- 
mengesetzt sind. 

Bei der Verfolgung der Schnitte nach caudalwdrts, verkleinert 
sich das Regenerat, indem sich die Anzahl sowie GréBe der einzel- 


nen Faserzentren vermindert, ohne dabei die Gesamtform zu dndern, 
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und geht schlieBlich in eine diinne, verfaserte Membran iiber. 

Verfolgt man dagegen die Schnitte nach cranialwirts, so verliert 
das Regenerat immer mehr seine Einheitlichkeit (b, a). Im groBen 
Ganzen laBt sich das Regenerat in zwei Hialfte teilen. Genauere 
Untersuchung zeigt, daB die dorsale Halfte aus mindestens fiinf, die 
ventrale Halfte aus wahrscheinlich mehr als drei einzelnen Anlagen 
besteht, welche alle regellos d.h. zu verschiedenen Zeiten und in 
verschiedenem Umfang aus mehreren Stellen ringsum die Membran 
entstanden sind (b). Daher ist es nicht immer mit Sicherheit durch- 
fiihrbar—und auch nicht gerade notwendig fiir das Verstandnis der 
weiteren Regenerationsvorgange—die Herkunft und Verdnderung der 
einzelnen Anlagen ausfiihrlich darzustellen. 

Es muB jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, daB sich 
die primdren Anlagen im Allgemeinen desto gréBer und vollkom- 
mener entwickenln, je friiher sie angelegt werden. Die spdter an- 
gelegten Anlagen verschmelzen sich gleich mit den friiher entwi- 
kelten, und ihre Formbildung und Differenzierung werden dadurch 
verschiedentlich beeinfluBt, wie dies an allen peripheren Anlagen 
zu sehen ist. 

Zuletzt sei noch bemerkt, daB das zusammengesetzte Regenerat in 
diesem Fall jenen Materialnachschub zum weiteren Wachstum aus 
der craniodorsale Stelle (zwischen den Schnitten gezeigt in Abb. 11 
a und &) durch Depigmentation der weit gespreizten vorderen Iris- 
lamelle erhadlt. Die auf Abb. a verdickte dorsale Iris ist in Wirklich- 
keit nur die entsprechende hintere Lamelle desselben Irisabschnittes. 


d. Wachstum des Regenerats 

Im weiteren Verlauf, vergréBern sich die Faserkerne, und ihre 
Zahl vermehrt sich durch die fortwahrende Hinzufiigung des neuen 
Zellmaterials aus dem Irisgewebe. Die Grenzen zwischen einzelnen 


Abb. 12. a—c: Wachstum des Linsenregenerats in drei aufeinanderfolgenden 
Stadien. Vergr. 120x.——a: 22 Tage nach der Operation, Medianschnitt des 
Regenerats.——b: 28 Tage nach der Operation. 6:1: Medianschnitt des Re- 
generats. Cranialwirts verlingert sich das Regenerat, um sich mit der 
ventralen Iris zu verbinden, dagegen erhdlt es caudalwidirts neues Material aus 
der dorsalen Iris (b2).——c: 30 Tage nach der Operation. ci: Medianschnitt 
des Regenerats, das noch das neue Material aus dem caudal-ventralen Irisrest 
erhilt (cz). 
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Faserkernen verschwimmen allmihlich, die Kerne in den Faserzentren 
lésen sich bis zum Verschwinden auf, und die vereinigten Faserzentren 
bekommen eine gemeinsame Umhiillung durch die Hauptfasern. Das 
Regenerat nimmt auch in seiner Dicke zu und seine Gesammtgestalt 
wird anfangs eine ovoide (Abb. 12a), dann geht sie allméahlich in 
eine Kugelform iiber (Abb. 12 d:—<:). 

Es bleibt bei dem vorliegenden Versuche noch fraglich, ob das 
Regenerat wichst, bis es die GréBe einer normalen Linse erreicht 
hat, oder ob sein Wachstum vorher in einer bestimmten Grenze zum 
Stillstand gebracht wird. Auf jeden Fall laBt sich bei unseren Fi- 
schen, die 30 Tage nach der Operation fixiert worden sind, irgendwo 
in dem Aquator der Regeneratslinse jene Stelle ausfindig machen, 
wo der wiederholt erwdhnte Zellennachschub aus dem _ Irisrand 
vonstatten geht (Abb. 12a, 2, c.). Das Wachstum des Regenerats 
ist in diesen Tagen noch lange nicht zu Ende gefiihrt. 


2. Atypische Linsenregeneration 


Der normale Regenerationsvorgang der Augenlinse bei Misgurnus 
verliuft dann so, wie oben dargestellt, wenn die ganze Reihe von 
Teilvorgingen zeitlich und r#umlich im richtigen Ma fortdauernd 
auftreten und einwirken. Wird irgendein Teilvorgang oder seine 
Reihenfolge irgendwie gestért, so treten selbstverstindlich ver- 
schiedene Abnormititen auf, deren Grad desto héher ist, je friiher 
die St6rung eintritt. Solche Fille seien im folgenden beriicksichtigt 
(s. Tabelle 1). 

Wie aus der Tabelle klar hervorgeht, sind das Verhalten des 
Stromaendothels und die Auflockerung des Irisgewebes die Grund- 
bedingungen, um die Linsenregeneration iiberhaupt zu erméglichén. 
Dabei brauchen sie nicht notwendig miteinander causal zusammen- 
zuhangen. Beim Fehlen der Auflockerung, wachst das Stromaendothel 
liber den Pupillarrand hinweg und rollt friiher oder spidter in die 
hintere Kammer hinein. Geschieht die Ejinrollung friihzeitig, so 
bleibt die Linsenregeneration aus (Gruppe C, Abb. 17). 

Wenn dagegen das Auswachsen des Endothels ausbleibt oder 
seine Einrollung spadter oder nicht ganz dicht und fest am Pupillar- 
rand auftritt, so erfolgt merkwiirdigerweise eine Art von Linsenbil- 
dung, die vdéllig vom normalen Vorgang abweicht und eine ganze 
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Reihe von Abnormititen nach sich zieht’’ (Gruppe A und B). 

Mikroskopisch-vergleichende Untersuchung zeigt aber sogleich, 
daB diese Art der Linsenbildung prinzipiell nichts anders ist als der 
Vorgang, der zum normalen Linsenwachstum unerlaBlich ist. Weil 
dort der Vorgang, wegen der sofortigen Verschmelzung mit dem 
Linsenregenerat, nicht klar analysierbar war, soll er hier kurz nach- 
geholt werden. 

Der Vorgang dieser atypischen Linsenregeneration ist an sich 
ziemlich einfach. Sie kommt im allgemeinen in der dorsalen Halfte 
bzw. dorso-lateralen drei Viertel-Umkreis der Iris vor, und zwar 
immer dort, wo das Irisgewebe infolge der Auflockerung abgeriben 
ist. In der AbriBstelle spaltet sich das Irisgewebe in zwei Blatter, 
deren jedes aus zwei Lamellen besteht. Die beiden Lamellen des 
aiiBeren Blattes depigmentieren zuerst und liefern ein doppelschichti- 
ges Epithel (Abb. 134a:), das sich unter Umstinden auch verfasern 


kann. Die beiden Lamellen des hinteren Blattes beginnen etwas - 


spdter die gleichen Verdinderungen, wobei die Zellen sich sehr rasch 
in die Fasern umbilden. Die dadurch entstandene vierschichtige 
kompakte Masse der Epithelzellen fiillt den anfanglichen Spaltraum 
der beiden Irisblitter aus (Abb. 134;), aber bald verliert sie durch 
Proliferation und Verfaserung ihre epitheliale Zellenanordnung (a,). 
Dabei scheinen die Zellen zu versuchen, aus dem freien Ende pupil- 
larwdrts einen Auslaufer zum VerschluB der Pupille zu bilden (as), 
was jedoch wegen des Mangels oder Fehlens des vorwachsenden 
Endothels nicht verwirklicht wird. 

Durch die weitere Verfaserung der hinteren Zellagen wird bald 
eine ,,Linse“ gebildet (Abb. 130,c; 146; 15). Fiir das Wachstum 
erhdlt sie das neue Epithel- und Fasermaterial in der gleichen Art 
und Weise wie beim normalen Linsenregenerat, jedoch immer nur 
von ihrem Mutterboden, von der seitlichen oder dorsalen Iris. Auf 
dem Querschnitt ist sie also von Anfang an kreisrund und ,,mono- 
zentrisch“. Vielleicht liegt das einzige Merkmal fiir diese Bildungs- 
weise darin, daB sie, infolge der.sehr raschen Aufeinanderfolge der 
Depigmentation und Verfaserung der Hinterblattzellen, diffuse Pig- 
mentreste in dem zentralen Faserkern hinterlaBt (Abb. 15). Daher 


— 12) Dies besagt also, daB Endothel nunmehr Formbildung und Wachstum 
eines derartigen Linsengebildes kontrolliert. | 
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Abb. 13. a—c: M. anguillicaudatus. Drei Stadien des randstandigen Halb- 
regenerats (Gruppe A) in Totalansicht, isolierte Irisringe von hinten. 
Vergr. 20 x..—a und b jeweils 21 Tage, c 30 Tage nach der Operation. 
Das Regenerat in c enthadlt groBe Vakuolen in der Fasermasse, ein deutliches 
Anzeichen von Degeneration. Der ventrale Pupillarrand bleibt ziemlich weit 
und sauber offen. Bei @ und 6b ist die Pupille ziemlich gleichmaBig verengt, 
jedoch deren Verschlu8 wohl von Blutkoagula bzw. Mesenchym verhindert. 
——ai—a,: Serienschnitt durch den Irisring von a. Friihstadium des rand- 
stindigen Halbregenerats und zugleich das Friihstadium der atypischen Lin- 
senregeneration iiberhaupt. In craniocaudaler Reihenfolge. Hier im Bild 
rechts vorn, links hinten! Erklarung siehe Text. . Vergr. 120~x. 
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Abb. 14. a—e: Misgurnus anguillicaudatus. Eine Reihe der atypi- 
schen Linsenregeneration’(Gruppe B) in Totalansicht, Irisringe 
von hinten gesehen. Vergr. 20x.——a: Miniaturlinsenwurst 
(Gruppe B III), 14 Tage nach der Operation.—— 0b: Linsenwurst 
(Gruppe B I), 15 Tage nach der Operation; Sie enthalt Vakuolen 
in Fasern.——c: Linsenwurst, 19 Tage nach der Operation, zeigt 
einen méglichen Ubergang zur Bildung einer abortiven Linsen- 
wurst durch die dorsale Umstiilpung des Regenerats. Das Rege- 
nerat enthalt Vakuolen in Fasern.——d und e: zwei Beispiele der 
abortiven Linsenwurst (Gruppe B II) jeweils 25 und 28 Tage nach 
der Operation. 
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b € d 
Abb. 15. a—d: M. anguillicaudatus. 4 Stadien der Entwicklung und des 
Wachstums der Linsenwurst. Vergr. 120x.——a: Friihstadium, 7 Tage nach 


der Operation. Prinzipiell gleich wie bei Abb. 13a, nur verschieden in 
den Dimensionen und Alter. Beachte Beimengung des Pigmentrestes zwi- 
schen den aus Irislamellen entstandenen pigmentlosen Epithelzellen._——d: 
23 Tage, c: 17 Tage, d: 25 Tage nach der Operation. Sie zeigen, daf 
Wachstum (Dickenwachstum) der Linsenwurst nicht einfach von der Zeit, 
sondern vielmehr von der Médglichkeit des Materialnachschubs abhaingig 
ist. Die hier im Querschnitt gezeigten Wachstumsbilder der Linsenwurst 
gelten ohne Weiteres auch fiir das randstandige Halbregenerat. 


wird niemand daran zweifeln, daB die Linse bei Misgurnus auf genau 
dieselbe Weise wie bei den Urodelen aus dem dorsalen Irisrand 
regeneriert, wenn nur ihre Querschnitte gezeigt werden, ohne dab 
man dabei zugleich iiber die Zwischenstufen oder Totalansichten 
(Abb. 13, Abb. 14a, 6, c) von solchen ,,Linsen“ unterrichtet wdre. 
Im Einzelnen zeigen derartige Linsengebilde eine groBe Variabilitat 
in Form und GréBe, je nach der Entstehungsstelle, d.h. der Abbruch- 
stelle des Irisgewebes und dem Umfang der abgespalteten Irisblatter, 
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Abb. 16. M. anguillicaudatus. a und 
b: Zwei Beispiele der Miniaturlinsen- 
wurst. Vergr. 120x.-——a: 9 Tage 
nach der Linsenexstirpation. Ein 
winziges Regenerat wird aus der 
vorderen Lamelle des vorderen Iris- 
blattes gebildet. Stromaendothel 
dringt in die Liicke zwischen dem 
Regenerat und seinem Muttergewebe, 
um spdter beide zu umwickeln.—— 
b: 25 Tage nach der Operation. 
Beachte die dichte Umlagerung des 
Regenerats samt dem Irisrand durch 
das Stromamesenchym. 


sowie nach dem Grad der Auflockerung des Irisgewebes. AuBerdem 
spielen dabei, das Vorwachsen und die Umrollung des Stroma- 
endothels, wie gesagt, eine nicht geringere Rolle (s. Tabelle). Auf 
jeden Fall, kénnen sich diese ,,Linsen‘ nicht mehr zu einer normalen, 
echten Linse ausregulieren, und gehen friiher ober spdter an der 
Vakuolisierung der Fasermasse zu grunde, weil ihnen meistenfalls 
der Zellennachschub fehlt. 

Zuletzt sei iiber die médgliche Ursache der in der Tabelle als 
_,abortive Linsenwurst‘ bezeichneten Regeneratsgebilde einiges 
hinzugefiigt. Sie kénnen, wie dort angegeben, entweder dadurch 
entstehen, daB eine Linsenwurst bei ihrem weiteren Wachstum 
dorsalwdrts in die hintere Kammer umgestiilpt, oder aber dadurch, 
daB eine schon einigermaBen entwickelte Linsenwurst durch das in 
die Pupille einrollende Stroma-endothel in die hintere Kammer 
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Abb. 17. M. anguillicau- 
datus. Ein Fall von vé6l- 
ligem Ausbleiben der Lin- 
senregeneration, 12 Tage 
nach der Linsenexstirpa- 
tion. Das Stromaendothel 
waichst dicht um _ den 
dorsalen Irisrand herum 
und zieht der radidren 
BlutgefaBe entlang dorsal- 
warts in die hintere Kam- 
mer hin. Keine Auflocke- 
rung der Iris. Vergr.120~x. 


Abb. 18. Uberzihlige Lin- 
senbildung, 22 Tage nach 
der Operation. Vergr. 
120x. In der ,,Pupille“ ist 
ein typisches Linsenrege- 
nerat gebildet. Kurz tiber 
ihm ein atypisches Rege- 
nerat, welches fast ganz 
in die hintere Kammer 
hineinragt. Ihm_ fehlt 
Epithel fast vollstandig. 
Diese Bildungsweise bietet 
auch eine Erklarungsmég- 
lichkeit der abortiven 
Linsenwurstbildung. Wei- 
teres siehe Text. 


verschoben wird. Abb. 18 scheint aber auf noch eine dritte Még- 
lichkeit dazu hinzuweisen. 

Hier ist eine iiberzahlige Linse aus einem kleinen RiB des dorsalen 
Irisgewebes oberhalb eines bereits ziemlich weit fortgeschrittenen 
normalen Linsenregenerats entstanden. Wegen der Schmalheit des 
Risses stiilpt sich die erstere Linse sogleich dorsalwdrts in die hintere 
Kammer um. _ Stellt man sich vor, daB solche wenn auch kleinen 
Risse ungefihr parallel zum dorsalen oder latero-dorsalen Irisrand 
nebeneinander gebildet werden, so hat man ebenfalls eine dhnliche 
Linsenwurst vor sich, die allerdings von Anfang an ,,abortiv“ sein 
muB. Welche von den drei Méglichkeiten die wirkliche Ursache ist, 
kann erst kiinftig mit zahlreicherem Material entschieden werden. 
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Abb. 16. M. anguillicaudatus. a und 
b: Zwei Beispiele der Miniaturlinsen- 
wurst. Vergr. 120x.-——a: 9 Tage 
nach der Linsenexstirpation. Ein 
winziges Regenerat wird aus der 
vorderen Lamelle des vorderen Iris- 
blattes gebildet. Stromaendothel 
dringt in die Liicke zwischen dem 
Regenerat und seinem Muttergewebe, 
um spdter beide zu umwickeln.—— 
b: 25 Tage nach der Operation. 
Beachte die dichte Umlagerung des 
Regenerats samt dem Irisrand durch 
das Stromamesenchym. 


sowie nach dem Grad der Auflockerung des Irisgewebes. AuBerdem 
spielen dabei, das Vorwachsen und die -Umrollung des Stroma- 
endothels, wie gesagt, eine nicht geringere Rolle (s. Tabelle). Auf 
jeden Fall, kénnen sich diese ,,Linsen“ nicht mehr zu einer normalen, 
echten Linse ausregulieren, und gehen friiher ober spdter an der 
Vakuolisierung der Fasermasse zu grunde, weil ihnen meistenfalls 
der Zellennachschub fehlt. 

Zuletzt sei iiber die médgliche Sram der in der Tabelle als 
_,abortive Linsenwurst‘ bezeichneten Regeneratsgebilde einiges 
hinzugefiigt. Sie kénnen, wie dort angegeben, entweder dadurch 
entstehen, daB eine Linsenwurst bei ihrem weiteren Wachstum 
dorsalwdrts in die hintere Kammer umgestiilpt, oder aber dadurch, 
daB eine schon einigermaBen entwickelte Linsenwurst durch das in 
die Pupille einrollende Stroma-endothel in die hintere Kammer 
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Abb. 18. Uberzahlige Lin- 
senbildung, 22 Tage nach 
der Operation. Vergr. 
120x. In der ,,Pupille“ ist 
ein typisches Linsenrege- 
nerat gebildet. Kurz iiber 
ihm ein atypisches Rege- 
nerat, welches fast ganz 
in die hintere Kammer 
hineinragt. Ihm fehlt 
Epithel fast vollstandig. 
Diese Bildungsweise bietet 
auch eine Erklarungsmég- 
lichkeit der  abortiven 
Linsenwurstbildung. Wei- 
teres siehe Text. 


verschoben wird. Abb. 18 scheint aber auf noch eine dritte Még- 
lichkeit dazu hinzuweisen. 

Hier ist eine iiberzdhlige Linse aus einem kleinen Rib des dorsalen 
Irisgewebes oberhalb eines bereits ziemlich weit fortgeschrittenen 
normalen Linsenregenerats entstanden. Wegen der Schmalheit des 
Risses stiilpt sich die erstere Linse sogleich dorsalwdarts in die hintere 
Kammer um. _ Stellt man sich vor, daB solche wenn auch kleinen 
Risse ungefadhr parallel zum dorsalen oder latero-dorsalen Irisrand 
nebeneinander gebildet werden, so hat man ebenfalls eine Ahnliche 
Linsenwurst vor sich, die allerdings von Anfang an ,,abortiv“ sein 
muB. Welche von den drei Méglichkeiten die wirkliche Ursache ist, 
kann erst kiinftig mit zahlreicherem Material entschieden werden. 
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V. ERORTERUNG DER ERGEBNISSE 


Angesichts der erfolglosen Experimente bei ausgewachsenen 
Fischen sind bis jetzt im Allgemeinen auch die positiven Angaben 
der dlteren Forscher iiber die Linsenregeneration bei den Embryonen 
und Jungfischen ziemlich miBtrauisch angesehen worden”™ (vergl. 
hierzu MANGOLD 1931, S. 315). Die Griinde dafiir sind etwa die fol- 
genden: 

1. Das 4uBerst seltene Vorkommen positiver Fille, 

2. das Fehlen bzw. die Unzulainglichkeit von Angaben iiber die 
Zwischenstufen, und 

3. die Zweifelhaftigkeit der Operationstechnik, d.h. die Unge- 
wibheit ob sich die Linse ober Linsenanlage bei so jungen Fischbru- 
ten ohne Verletzung auch an den anderen Augenteilen wirklich 
restlos exstirpieren laBt? 

Bei dem vorliegenden Fall von Misgurnus anguillicaudatus sind 
alle drei Einwdnde hinfiallig. Die Linsenregeneration trat bei ihm 
fast 100 prozentig’ auf, obwohl ihr Verlauf manchmal atypisch 
war. Es war auch mdglich, die Zwischenstufen ziemlich liickenlos 
festzustellen und auch der dritte Einwand kommt bei dem vorliegenden 
Experiment nicht in Frage. Immerhin muB man stets der Médglich- 
keit eines derartigen Operationsfehlers Rechnung tragen, wenn man 
bedenkt, daB in einer Serie von Kontrollversuchen, bei denen ein 
kleines Linsenepithelstiick absichtlich im Auge zuriickgelassen war, 
auBerordentlich leicht eine neue Linse daraus gebildet wurde. 

Mit dem positiven Ergebnis bei Misgurnus anguillicaudatus wird 
nunmehr eine neue Hoffnung gehegt, die Frage anzugehen, wie weit 
die Fihigkeit zur Linsenregeneration unter den Knochenfischen ver- 
breitet ist. Unter Cobitiden zeigte bis. jetzt nur Cobitis biwae JorDAN 
et SNYDER eine vorziigliche Linsenregeneration. Die Versuche an 
Cobitis delicata Niwa scheiterten durch Schwierigkeiten des Haltens 
der lebenden Fische, und diejenigen an Lefua echigonia JorpAn et 


13) Lopashov (1958) vertritt auch neulich die Meinung, da’ die Linsen- 
regeneration bei den Fischen iiberhaupt nicht vorkommt. 

4) Ein vollstandig negatives Ergebnis wurde bis jetzt iiberhaupt nur bei 
9 Exemplaren gewonnen, und zwar alle 5 von den ersten beiden Jahres versu- 
chen. Der Versuch im Jahr 1960 ergab keinen einzigen solchen Fall mehr. 
Dieses Ergebnis hiaingt sehr wahrscheinlich mit der Ubung in der Operation 


zusammen, 
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RICHARDSON ergaben keinen positiven Erfolg. Unter Siluridae, scheint 
Parastlurus asotus (LinNAEus) erfolgversprechend zu sein und zwar 
bei dem Jungfisch. Herr Micnro Hasecawa, ein friither Mitarbeiter 
des Verfassers, stellte bei einem einzigen, etwa 3 cm langen Exemplar 
ein Linsenregenerat fest, dessen Bildungsweise allerdings nicht geklart 
werden konnte. 

Erforscht man von diesem neuen Gesichtspunkt aus nochmals 
die alte Literatur, so scheint GrocHMALICKI (1908) vielleicht der einzige 
gewesen zu sein, der, trotz manchen Deutungsfehlern und Unklar- 
heiten in seiner Darstellung, doch das Richtige gesehen hatte. Er 
behauptete nimlich, wie alle anderen Forscher wahrscheinlich von 
dem bekannten Vorgang bei den Urodelen voreingenommen, daB die 
Linsenregeneration bei den Forellen-Embryonen mit der Verdickung 
und Spaltbildung des vorher pigmentarm gewordenen Irisrandes 
beginnt, aber erkannte klar, daB diese Verdnderungen nicht nur am 
dorsalen, sondern auch irgendwo seitlich am Pupillarrand auftreten 
Rénnen (vergl. dort S. 167). Er zeigte zwei Falle von solchen aus 
dem seitlichen Irisrand entstadenen Linsenanlagen als Schnittbilder, 
und sagte zu dem 4lteren Fall, daB ,,das Blaschen --- ein Lumen 
aufweist, das durch die Abhebung der beiden Irisblatter entstanden 
ist“ und ,,daB in diesem Gebilde proliferierte Zellen eine faltenfirmige 
Anordung annehmen ---“ (S. 168). Geht es zu weit, wenn man an- 
nahme, daB das, was er damit gezeigt zu haben meinte, ein sehr 
ahnlicher oder vielleicht sogar derselbe Zustand gewesen war, wie 
der oben in Abb. 134; oder 15a gezeigte? 

Wenn das wirklich so ist, fragt es sich, ob vielleicht derartige 
,atypische“ Regenerationsweise unter den Fischarten eher weiter 
verbreitet ist, als die ,,normale“ bei den Cobitiden. Liegt die Ursache 
nicht darin, daB die besondere Ausbildung der Argenteaschicht im 
Irisstroma oder diejenige des Sphinctermuskels im Irisgewebe bei den 
anderen Fisclen den normalen Vorgang hindert? Diese und andere 
Fragen sollen Gegenstand der zukiinftigen Untersuchungen sein. 


ZUSAMMENFASSUNG 


1. Es wurde festgestellt, daB der im Freien gefangene, gemeine 
Japanische Schlammpeitzger, Misgurnus anguillicaudatus, nicht selten 
ein Linsenregenerat aufweist, welches die eigentliche Linse ersetzt, 
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nachdem diese, von einer lenticolen Trematodenart angegriffen, ver- 
fallen ist. 

2. Die Linsenregeneration tritt auch nach experimenteller Ent- 
fernung der Linse durch Aufschneiden der Cornea auf. 

3. Die Regeneration geschieht normalerweise wie folgt: 

a. Im ganzen Umkreis der Pars iridica retinae spalten sich die 
Irisblatter voneinander ab. Unter allgemeiner Depigmentierung wird 
das vordere Blatt verdiinnt durch Trennung, Verflachung und Um- 
stellung der Zellen, das innere Blatt wird dagegen verdickt, ebenfalls 
nach Zellentrennung. Durch die weitere Abspaltung der Irisblatter 
wird der Randabschnitt stellenweise sehr stark aufgetrieben, wihrend 
an anderen Stellen die beiden Blatter sich als eine doppelblattrige 
Epithelmembran verdiinnen. 

b. Das Stromaendothel widchst inzwischen iiber den Pupillarrand 
hinweg vor, und zieht den so aufgelockerten Randabschnitt der Pars 
iridica centralwdrts nach sich, so daB die Pupille allmahlich durch 
ein mehr oder weniger aufgelockertes Irisgewebe verschlossen wird. 

c. Der in die eigentliche Pupille gelangte Randabschnitt wandelt 
sich stellenweise durch vollstandige Depigmentierung der Zellen in 
die Linsenanlagen um, welche aus einer vorderen Epithelwand und 
aus einer hinteren, leicht zur Verfaserung geneigten Wand besteht. 
Sie entstehen an verschiedenen Stellen und in verschiedenem Umfang, 
je nach der vorherigen Auftreibung des Randabschnittes, gleichzeitig 
oder hintereinander. 

d. Die so einzeln gebildeten prima&ren Anlagen vereinigen sich 
sogleich zu einer zusammengesetzte Linsenanlage. Diese bekommt 
bald vorne eine gemeinsame Epithelhiille und hinten die Faserschich- 
ten, die die vereinigten Faserkerne der primiren Anlagen umbhiillen. 
Sie wachsen durch das neue Zellmaterial, welches immer wieder von 
den verschiedenen Stellen des in der Nahe liegenden Resteils der 
Iris geliefert wird. Das Regenerat wird mit der Zeit allmdhlich von 
der anfanglichen Linsenform in eine Kugelform ausreguliert. 

4. Auber diesem normalen Vorgang, geschieht beim etwaigen 
AbriB des Irisgewebes eine atypische Linsenregeneration. Sie ergibt 
jedoch im meisten Fallen nur sehr mangelhafte Regenerate (s. 
Tabelle). 
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-ERKLARUNGEN DER TAFEL 8 


Tafelabbildungen zeigen lediglich den Vorgang der Wiederherstellung 
des Auges nach der Linsenexstirpation bei Misgurnus angillicaudatus. Vergr. 
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